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1 Einleitung und Literaturübersicht 
1.1 Zuordnung des Virus der caninen oralen Papillomatose (COPV) 
Das Virus der caninen oralen Papillomatose (COPV) gehört zum Genus 
Lambdapapillomavirus der Familie Papillomaviridae (DE VILLIERS et al. 2005). Lange Zeit 
wurden die Papillomviren mit den Polyomaviren zur Familie der Papovaviridae 
zusammengefasst. Neuere vergleichende molekularbiologische Untersuchungen zeigten 
jedoch grundlegende Unterschiede in der Genomorganisation auf, so dass die Papillomviren 
heute als eigenständige Familie betrachtet werden (CARSTANS et al. 2000; HOWLEY u. 
LOWY 2001) 
1.2 Allgemeine Eigenschaften von Papillomviren und Besonderheiten von COPV 
1.2.1 Aufbau 
Bei den Papillomviren handelt es sich um unbehüllte Viren mit einem 
Durchmesser von 52-55 nm (HOWLEY u. LOWY 2001). Sie besitzen ein ikosaedrisches 
Kapsid aus 72 Kapsomeren, wobei sich jedes Kapsomer aus den zwei Strukturproteinen L1 
[Molekulargewicht circa (ca.) 55 kDa] (FAVRE 1975; GISSMANN et al. 1977; PFISTER et 
al. 1977) und L2 (Molekulargewicht ca. 70 kDa) zusammensetzt (HOWLEY u. LOWY 
2001). Das Hauptkapsidprotein L1 macht ca. 80% des Gesamtproteins des Viruspartikels aus. 
Das Genom der Papillomviren besteht aus einer doppelsträngigen, zirkulären 
DNA mit einer Größe von ca. 8.000 Basenpaaren (bp), wobei das COPV mit 8.607 bp das 
bisher größte sequenzierte Papillomvirus darstellt (NICHOLLS u. STANLEY 1999; DELIUS 
et al. 1994). Im Virion liegt die DNA mit zellulären Histonproteinen komplexiert vor 
(FAVRE 1975; PFISTER et al. 1977). Das Genom wird in eine frühe und eine späte Region 
unterteilt (Abb. 1). In ersterer liegen die offenen Leserahmen (open reading frames, ORFs) für 
verschiedene Regulator-Proteine (sogenannte early proteins) wie zum Beispiel (z.B.) E1 und 
E2, die für den Beginn der Virusreplikation notwendig sind. Diese Proteine sind auch in 
transformierten Zellen (HEILMANN et al. 1982) und im Falle einer nicht-produktiven 
Infektion der Zellen wie z.B. beim Equinen Sarkoid des Pferdes (NASIR u. REID 1999) 
nachweisbar. Die späte Region kodiert für die ausschließlich im Rahmen einer produktiven 
Infektion exprimierten Strukturproteine L1 und L2 (sogenannte late proteins) (BAKER u. 
HOWLEY 1987). Das Genom von Papillomviren weist zwischen dem Ende des ORF von L1 
und dem Anfang von E6 eine nicht-kodierende Region (non-coding region, NCR) 




1.000 bp groß (HOWLEY u. LOWY 2001). Wie Sequenzanalysen des COPV zeigten, ist sein 
Genomaufbau sehr ähnlich dem anderer Papillomviren. Ein ORF für das frühe Protein E5 
fehlt jedoch (NICOLLS u. STANLEY 1999). Zudem weist COPV im Unterschied zu BPV-1 
mit 345 bp eine nur sehr kleine NCR-1 auf. COPV besitzt jedoch zusätzlich eine NCR-2 von 
ca. 1.500 bp zwischen dem Ende des ORFs für E2 und dem Beginn des ORFs für L2 
(DELIUS et al. 1994). Eine kleine NCR-1 und eine große NCR-2 wurden auch bei einem 
felinen Papillomvirus beschrieben (TERAI u. BURK 2002). Bei Papillomviren liegen alle 
ORFs auf einem DNA-Strang, so dass bei der Transkription nur ein DNA-Strang als Template 
dient (HOWLEY u. LOWY 2001). Die verschiedenen ORFs der Papillomviren und die 
Funktion der von ihnen kodierten Proteine sind in Tab. 1 zusammengefasst. 
1.2.2 Vorkommen 
Papillomviren sind weltweit verbreitet und bei vielen Säugern einschließlich des 
Menschen sowie bei einigen Vogelarten beschrieben worden. Auch bei Reptilien wurden 
warzenartige Zubildungen beschrieben, in denen elektronenmikroskopisch Papillomavirus-
ähnliche Partikel nachgewiesen wurden (JACOBSON et al. 1982). Tab. 2 nennt beispielhaft 
einige Papillomviren, ihre Wirtsspezies sowie die von ihnen ausgelöste klinische 
Symptomatik.  
1.2.3 Eigenschaften 
Papillomviren besitzen einen starken Tropismus für Epithelzellen (LOWY u. 
HOWLEY 2001). In der Regel verursachen sie gutartige, streng auf die Epidermis und die 
Schleimhäute beschränkte hyperproliferative Läsionen (Tab. 2), welche je nach Lokalisation 
als Papillom, Warze (Haut) oder Kondylom (Schleimhaut des Genitaltraktes) bezeichnet 
werden. Ihre Fähigkeit, Papillome zu induzieren, rührt daher, dass sie in der Lage sind, die 
normalen Wachstumscharakteristika des infizierten Gewebes zu beeinflussen. Man nimmt an, 
dass die frühen Virusproteine E5, E6 und E7 durch unterschiedliche, sich ergänzende 
Mechanismen das Zellwachstum beeinflussen. Die typischen Warzen bzw. Papillome 
kommen durch eine erhöhte Zellproliferation in Verbindung mit einer verlängerten Retention 







Die Papillome bilden sich zumeist spontan zurück. Einige Papillomvirustypen 
können zusätzlich zu den Epithelzellen auch Fibroblasten infizieren. So rufen BPV-1 und 
BPV-2 beim Rind gutartige Fibropapillome hervor (Tab. 2; CHAMBERS et al. 2003). Es ist 
heute jedoch bekannt, dass einige Papillomvirustypen an der Entstehung von 
Krebserkrankungen beteiligt sind. Eine Krebserkrankung der Zervix ist z.B. die mögliche 
Folge einer persistierenden Infektion mit bestimmten high risk-Typen des humanen 
Papillomvirus (HPV), insbesondere HPV-16 und HPV-18. Hierbei handelt es sich um die 
erste Krebsart, die laut WHO zu 100% durch eine Virusinfektion verursacht wird (BOSCH et 
al. 2002). Auch bestimmte Genotypen animaler Papillomviren werden mit 
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht. Beim Rind führt eine Infektion mit BPV-4 zu 













Abb. 1: Genomorganisation der Papillomviren am Beispiel von COPV. Die GenBank 
Zugangsnummer (GenBank accession number, GAN) steht in Klammern. Eingezeichnet 
sind die Lokalisationen der offenen Leserahmen (open reading frames, ORFs) der 
frühen (E1, E2, E4, E6, E7) und der späten Proteine (L1, L2). Im Gegensatz zu anderen 
Papillomviren besitzt COPV keinen ORF für E5, dafür aber eine zusätzliche ca. 1.500 




(Pteridium aquilinum) zu sich nehmen, besteht ein hohes Risiko, dass diese Papillome 
maligne entarten (CAMPO 2002). 
  
Tab. 1: Eigenschaften der Proteine von Papillomviren. 
ORF1 Bezeichnung und Funktion des kodierten Proteins 
L1 L1-Protein; Strukturprotein; Hauptkapsidprotein; enthält die immundominanten 
Epitope, gegen die neutralisierende Antikörper gebildet werden. 
L2 L2-Protein; Strukturprotein; wird benötigt für die Enkapsidation des viralen Genoms 
(RODEN et al. 1996; ZHOU et al. 1993); enthält Epitope, gegen die neutralisierende 
Antikörper gebildet werden (CAMPO et al. 1997; RODEN et al. 1994). 
E1 E1-Protein; initiiert die virale DNA-Replikation. 
E2 E2-Protein; reguliert die Transkription und spielt eine Rolle bei der viralen DNA-
Replikation. 
E3 Bis jetzt kein Protein identifiziert. 
E4 E4-Protein; zählt trotz der Lokalisation seines ORF in der frühen Region des Genoms 
zu den späten Proteinen (late proteins); genaue Funktion unklar; möglicherweise 
Interaktion mit dem Zytoskelett der Zelle (DOORBAR et al. 1991; ROBERTS et al. 
1993). 
E5 E5-Protein; Membran-transformierendes Protein; interagiert mit Rezeptoren von 
Wachstumsfaktoren; kommt bei COPV nicht vor (DELIUS et al. 1994). 
E6 E6-Protein; transformierendes Protein der humanen Papillomviren (HPV); interagiert 
mit p53. 
E7 E7-Protein; transformierendes Protein der HPV; interagiert mit dem Retinoblastom 
(Rb)-Protein. 
E8 Bis jetzt kein Protein identifiziert. 
1 open reading frame (offener Leserahmen). 
 
Typisch für alle Papillomviren ist ihre hohe Wirtsspezifität (LOWY u. HOWLEY 
2001). Die Übertragung von Papillomviren auf einen anderen als ihren natürlichen Wirt ist in 
der Regel nicht möglich. Eine Ausnahme bilden hierbei BPV-1 und BPV-2, die neben dem 
Rind auch Pferde und andere Equiden (Esel, Maultiere, Zebras) infizieren können (Tab. 2). 
Sie lösen dort das Krankheitsbild des Equinen Sarkoids aus, eines lokal aggressiven, 




RAGLAND et al. 1970). Es ist bis heute nicht gelungen, aus Sarkoidmaterial reifes Virus zu 
isolieren, so dass davon ausgegangen wird, dass es sich hierbei um eine nicht-produktive 
Infektion handelt (AMTMANN et al. 1980; CHAMBERS et al. 2003). 
 
Tab. 2: Beispiele für Papillomviren, ihre Wirtsspezies und von ihnen ausgelöste 
Krankheitsbilder. 
Spezies Virus klinisches Bild 
Mensch HPV1 (über 100 Genotypen) je nach Genotyp Papillome der Haut bzw. 
Schleimhaut; maligne Entartung der 
Läsionen abhängig vom verursachenden 
HPV-Typ möglich 




Fibropapillome der Haut 
Papillome der Haut 
Papillome des oberen Intestinaltraktes 
Zitzenpapillome 
Pferd EPV3-1, EPV-2 
BPV-1, BPV-2 
Papillome der Haut 
Equines Sarkoid 
Hund COPV4, CPV5 Papillome der Haut und Schleimhäute 
Kaninchen CRPV6 
ROPV7 
Papillome der Haut 
Papillome der Maulschleimhaut 




1 humanes Papillomvirus, 2 bovines Papillomvirus, 3 equines Papillomvirus, 4 canines orales 
Papillomvirus, 5 canines Papillomvirus, 6 Papillomvirus des Baumwollschwanzkaninchens (cottontail 
rabbit papillomavirus), 7 orales Papillomvirus des Kaninchens (rabbit oral papillomavirus).   
 
Die verschiedenen Genotypen eines Papillomvirus sind darüberhinaus sehr 
ortsspezifisch (Tab. 2; LOWY u. HOWLEY 2001), bestimmte Genotypen eines 
Papillomvirus weisen also eine starke Affinität zur Haut oder Schleimhaut einer bestimmten 
Körperregion auf. So verursachen z.B. BPV-1 und BPV-2 Fibropapillome, die vorwiegend 





Gegenüber Umwelteinflüssen, insbesondere gegenüber Austrocknung, sind 
Papillomviren sehr widerstandsfähig (RODEN et al. 1997). Bei 4 bis 8 °C bleiben sie bis zu 
63 Tage, bei 37 °C noch 6 Stunden infektiös. Ein Erwärmen auf Temperaturen von 45 bis 80 
°C zerstört die Infektiösität innerhalb von 60 Minuten (GREENE 1990). 
1.2.4 Virusreplikation 
Papillomviren zeigen einen ausgeprägten Zelltropismus für Plattenepithelzellen. 
Für die produktive Infektion ist das Papillomvirus auf ein sich differenzierendes Gewebe 
angewiesen. In Abhängigkeit vom Differenzierungsgrad dieser Zellen verläuft die Replikation 
der Papillomviren in zwei Phasen (MODROW et al. 2003). Durch kleinste Verletzungen der 
äußeren Hornschicht der Haut kommt es zur Infektion von undifferenzierten Zellen der 
basalen Hautschichten. Diese Zellen sind im Gegensatz zu den enddifferenzierten Zellen der 
oberen Hautschichten zur Teilung fähig. Nur durch die Infektion dieser Zellen kann eine 
persistente Infektion zustande kommen. Das virale Genom wandert in den Nukleus der Zelle, 
wo die Transkription der Gene stattfindet. Untersuchungen haben gezeigt, dass virale DNA in 
den Basal- und Parabasalzellen eines Papilloms nachweisbar sind (SCHNEIDER et al. 1987), 
ebenso wie virale Transkripte der frühen Gene und einige frühe virale Proteine (BURNETT et 
al. 1992; STOLER u. BROKER 1986). Nach Infektion der basalen Keratinozyten repliziert 
sich das Virus-Genom auf ca. 50 bis 100 Kopien pro Zelle. In den sich teilenden Zellen des 
unteren Bereichs der Epidermis liegt die virale DNA als stabiles Multikopie-Plasmid vor, 
wobei es sich in der S-Phase des Zellzyklus synchron zu den Chromosomen der Wirtszelle 
repliziert (GILBERT u. COHEN 1987) und an die Tochterzellen weitergegeben wird. So 
kommt es zu einer persistierenden Infektion der Stammzellen der Epidermis. Mit der 
Differenzierung der basalen Epithelzellen zu den ausgereiften Keratinozyten ändert sich das 
Milieu der Zelle und der virale Promotor für die späten Gene (L1, L2 und E4) wird aktiv 
(BAKER u. HOWLEY 1987; BARKSDALE u. BAKER 1993). 
Die Initiierung der späten Replikationsphase mit Expression von E4-Protein und 
der Umschaltung des Replikationsmodus zur sogenannten vegetativen DNA-Replikation 
findet abhängig vom Papillomvirus in unterschiedlichen Zellschichten statt. PEH et al. (2002) 
konnten zeigen, dass die virale Genomreplikation und die Expression von E4 in durch COPV 
verursachten oralen Läsionen bereits in der Basalzellschicht beginnt. Die mit COPV eng 
verwandten humanen Papillomviren HPV-1 und HPV-63 beginnen ihre Genomamplifikation 
in den parabasalen Zellschichten, wohingegen das orale Papillomvirus des Kaninchens (rabbit 
oral papillomavirus, ROPV), HPV-11 und HPV-16 (produktive Infektion) diese erst in den 




Keratinozyten der oberen Schichten der Epidermis kommt es zur Expression der 
Strukturproteine L1 und L2 und zu deren Zusammenlagerung mit dem Virusgenom. 
Infektiöse Viren können ausschließlich im Stratum granulosum und im Stratum corneum 
nachgewiesen werden. Über den genauen Mechanismus des Virus-Assemblys und der 
Freisetzung der Virionen ist wenig bekannt. Die Freisetzung der Virionen scheint nicht durch 
Zytolyse, sondern im Zuge der Abschilferung der oberen Hornschichten zu erfolgen 
(HOWLEY u. LOWY 2001).  
1.2.5 Immunantwort 
Es ist bekannt, dass das Immunsystem einen großen Einfluss auf den Ausgang 
einer Papillomvirusinfektion hat. Sowohl bei Tieren als auch beim Menschen wurde 
beobachtet, dass immunsupprimierte Individuen eine höhere Empfänglichkeit für 
Papillomvirusinfektionen aufweisen und schwerere Krankheitsverläufe zeigen als solche mit 
einem intakten Immunsystem (AGAROSSI et al. 2003; NICHOLLS u. STANLEY 2000; 
SUNDBERG et al. 1994). Sowohl die humorale als auch die zelluläre Immunantwort 
scheinen eine entscheidende, wenn auch unterschiedliche Rolle in der Abwehr der Infektion 
zu spielen. Bereits 1898 beobachteten M`FADYEAN u. HOBDAY, dass es nicht möglich 
war, einen Bullterrier nach überstandener oraler Papillomatose mit demselben Virus zu 
reinfizieren. Diese Beobachtung wurde seitdem in zahlreichen Tierexperimenten mit 
unterschiedlichen Spezies (Hund, Rind, Pferd, Kaninchen) überprüft und bestätigt 
(CHAMBERS et al. 1960; COOK u. OLSON 1951; DEMONBREUN u. GOODPASTEURE 
1932; KONISHI et al. 1972; OLSON et al. 1960; SHOPE 1933). JARRETT et al. (1990) 
konnten darüberhinaus in klinischen Studien an Kälbern zeigen, dass der Schutz vor einer 
Papillomvirus-Reinfektion typspezifisch ist. 
Heute ist bekannt, dass neutralisierende Antikörper (Ak) ein Individuum vor einer 
(Re-)Infektion mit einem Papillomvirus desselben Typs schützen können. So zeigten 
SUZICH et al. (1995), dass der passive Transfer von Serum-Immunglobulin, welches von 
Hunden nach einer COPV-Infektion gewonnen wurde, die Empfängerhunde nach 
experimenteller Infektion mit COPV vor klinischen Symptomen schützte. Keiner dieser 
Hunde bildete im Gegensatz zur Kontrollgruppe die typischen Papillome an der 
Inokulationsstelle des Virus aus. Auch beim Kaninchen schützte der passive Transfer von 
Serum immuner Tiere die Empfängertiere vor der Erkrankung (BREITBURD et al. 1995). 
Die Herstellung Virus-ähnlicher Partikel (virus-like particles, VLPs) aus dem Strukurprotein 
L1, alleine oder in Kombination mit L2, eröffnete weitere Möglichkeiten, die humorale 




VLPs verabreicht wurden, Ak entwickelten, die sie nach einer experimentellen Infektion mit 
COPV vor klinischen Symptomen schützten (SUZICH et al. 1995).  
GHIM et al. (1997) zeigten, dass Hunde mit im Rückgang begriffenen oralen 
Papillomen neutralisierende Ak [Immunglobulin (Ig) G] entwickelten. Da native COPV-
Partikel als ELISA-Antigen eingesetzt wurden, handelte es sich dabei um Ak, die gegen das 
Hauptkapsidprotein L1 und/oder das zweite Strukturprotein L2 gerichtet waren. Anti-COPV 
Ak scheinen jedoch nicht die Regression vorhandener Papillome zu fördern. NICHOLLS et 
al. (1999) berichteten über den Fall einer natürlichen caninen oralen Papillomatose (COP) bei 
einer Hündin, deren Läsionen trotz wiederholt nachgewiesener Antikörpertiter nicht 
zurückgingen. Auch führte der passive Transfer von Immunserum weder beim Hund 
(CHAMBERS et al. 1960) noch beim Kaninchen (KIDD 1938; EVANS et al. 1962) zu einer 
Regression vorhandener Papillome. Dies führte zu der Annahme, dass für die Regression der 
Papillome die zelluläre Immunität ausschlaggebend sei. 
Histologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Rückbildung der 
Papillome bzw. Warzen mit einer Lymphozyteninfiltration einhergeht. NICHOLLS et al. 
(1997) wiesen beim Hund zahlreiche T-Lymphozyten in sich spontan zurückbildenden 
COPV-induzierten Papillomen nach. In weiterführenden Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass sich zahlreiche CD4+- und CD8+-Lymphozyten im Gewebe von sich spontan 
zurückbildenden caninen oralen Papillomen befanden (NICHOLLS et al. 2001b). Diese 
Lymphozyteninfiltrate korrelierten sowohl zeitlich als auch räumlich mit der Regression der 
Papillome. Auch in sich zurückbildenden BPV-4-Papillomen wurden zahlreiche CD4+- und 
CD8+-Zellen nachgewiesen (KNOWLES et al. 1996). Die zelluläre Immunantwort ist 
demnach entscheidend für den Verlauf einer Papillomvirusinfektion. Weitere Belege hierfür 
kommen aus der humanmedizinischen Forschung. So konnte gezeigt werden, dass durch HPV 
induzierte Warzen gehäuft bei solchen Patienten auftreten, die an Tumoren erkrankt sind, die 
mit einer verringerten T-Zellfunktion assoziiert sind (Leukämie, Lymphome). Bei Patienten 
mit multiplen Myelomen, einer Tumorart, die mit einer gestörten humoralen Immunantwort 
assoziiert ist, wurde dergleichen nicht beobachtet (MORISON 1975). Patientinnen, deren T-
Zellimmunität durch Schwangerschaft, immunsuppressive Chemotherapie oder eine Infektion 
mit dem humanen Immundefizienzvirus (HIV) gestört ist, haben ein erhöhtes Risiko, eine 
persistente  HPV-Infektion zu entwickeln und an Zervixkrebs zu erkranken (ALLOUB et al. 
1989; FRISCH et al. 2000; PALEFSKY et al. 1999). Die viralen Komponenten, die eine T-




1.3 Die canine orale Papillomatose (COP) 
1.3.1 Klinisches Bild 
Das Krankheitsbild der COP wird durch eine Infektion mit dem COPV 
hervorgerufen. Sie ist weltweit verbreitet (KAADEN 2002). Neben dem Hund sind auch 
andere Caniden wie z.B. Koyoten und Wölfe für das Virus empfänglich (KAADEN 2002; 
NICHOLLS u. STANLEY 1999). Die COP betrifft in erster Linie Welpen und Junghunde. 
Ältere Hunde sind nur selten betroffen. Man nimmt an, dass diese nach vorausgegangener 
eventuell leichter oder klinisch inapparenter COP geschützt sind. Nach einer Inkubationszeit 
von 4-8 Wochen kommt es im Bereich der Maulhöhle (Backenschleimhaut, Lippen, Zunge, 
Gaumen, selten Ösophagus) zur Ausbildung von glatten, blassen oder rosa Papeln 
(GASKELL u. BENNET 1999). Gelegentlich finden sich auch Läsionen im Bereich der 
perioralen Haut. Die Konjunktiven können ebenfalls betroffen sein. Im Verlauf der Infektion 
entwickeln sich die Papeln zu unregelmäßigen, blumenkohlartigen Wucherungen 
unterschiedlicher Größe. In der Mehrzahl der Fälle bilden sich diese Papillome nach 4-8 
Wochen (CHAMBERS u. EVANS 1959; NICHOLLS et al. 1999) bzw. nach maximal 5 
Monaten (KAADEN 2002) spontan zurück und hinterlassen eine Immunität. Das 
Allgemeinbefinden der Tiere ist in der Regel ungestört, bei großer Ausdehnung der Papillome 
oder ungünstiger Lokalisation kann es jedoch aufgrund der Schmerzen zu Speichelfluss und 
Inappetenz kommen.  
Eine mögliche Komplikation der COP stellt ihre Generalisierung dar. Hierbei 
bleiben die Papillome nicht auf die Maulhöhle und den perioralen Bereich beschränkt, 
sondern können an der gesamten Körperoberfläches des Tieres auftreten. Dies wurde in 
Zusammenhang mit Immunsuppression beschrieben. So traten unter der Gabe von 
Kortikosteroiden bei einer 8 Monate alten Chinese Shar Pei Hündin neben einer Demodikose 
auch multiple Papillome auf, die sich zuerst im Bereich der Maulhöhle manifestierten und 
sich dann auf Rumpf und Gliedmaßen ausbreiteten (SUNDBERG et al. 1994). 
Untersuchungen zeigten, dass das Virus in den cutanen Läsionen mit dem der Papillome im 
Maulbereich identisch war. Neben der Generalisierung stellt die Persistenz der Läsionen, 
gegebenenfalls zusammen mit einer Generalisierung, eine weitere seltene 
Komplikationsmöglichkeit dar. Bei einer 3,5 Jahre alten Labradorhündin wurde ein schwerer 
Verlauf der COP mit Generalisierung beschrieben (NICHOLLS et al. 1999). Die Papillome 
bildeten sich im Verlauf der Untersuchung nicht zurück, und die Hündin wurde aufgrund der 
Schwere des klinischen Bildes euthanasiert. Es gab keinen Hinweis auf eine besonders 




Zellantwort vorlag. Studien konnten in einigen Gewebeproben von Plattenepithelkarzinomen 
COPV-spezifische DNA nachweisen. Eine Entartung von durch COPV hervorgerufenen 
Läsionen zu Plattenepithelkarzinomen scheint demzufolge möglich (TEIFKE et al. 1998). 
1.3.2 Diagnose, Therapie und Prophylaxe der COP 
Eine Verdachtsdiagnose kann in vielen Fällen aufgrund des typischen klinischen 
Erscheinungsbildes gestellt werden. Eine histopathologische Untersuchung gibt Aufschluss 
über den Aufbau des veränderten Gewebes, so dass anhand histologischer Merkmale die 
Diagnose Papillom gestellt werden kann. Eine Beteiligung von Papillomviren am 
Krankheitsgeschehen kann immunhistochemisch durch den Nachweis von Papillomvirus-
gruppenspezifischen Antigenen im Papillommaterial erbracht werden. Auch mittels 
Elektronenmikroskopie lassen sich Papillomviren nachweisen. Bei der In situ-Hybridisierung 
erfolgt der Nachweis von COPV-DNA im Gewebe mittels einer spezifischen Sonde, deren 
Bindung über eine chemische Reaktion sichtbar gemacht wird. Ein sehr sensitives und 
zugleich sehr spezifisches diagnostisches Verfahren stellt die Polymerase-Kettenreaktion 
(polymerase chain reaction, PCR) dar. Hierbei wird mittels spezifischer Primer ein Fragment 
des Virusgenoms vervielfältigt. Der indirekte Nachweis einer COPV-Infektion kann über den 
Nachweis von Antikörpern mittels ELISA geführt werden. Für die Anzüchtung von 
Papillomviren in vitro sind aufwendige Methoden wie z.B. das „organotypic (raft) culture 
system“ nötig, welche die für die Replikation notwendige Zelldifferenzierung nachahmen. 
Eine Virusanzüchtung in Zellkultur ist nicht möglich.   
Da in der Mehrzahl der Fälle eine spontane Regression der Papillome erfolgt, ist 
eine Therapie in der Regel nicht erforderlich. Allerdings kann bei einer Einschränkung des 
Allgemeinbefindens der Tiere aufgrund der Größe bzw. Lokalisation der Läsionen eine 
chirurgische Entfernung notwendig sein. Bei jeglicher Manipulation ist darauf zu achten, dass 
eine Verbreitung von Virusmaterial ausgeschlossen wird. In seltenen Fällen kann bei einer 
Generalisierung des Krankheitsgeschehens oder bei hartnäckigen Rezidiven die Euthanasie 
angezeigt sein. 
Der Einsatz autologer Vakzinen wurde jahrelang als therapeutisches Mittel gegen 
Warzen angewandt und ist auch als effektive Maßnahme bei der Therapie der COP 
beschrieben (AGUT et al. 1996; CIERPISZ et al. 1993). Allerdings ist eine objektive 
Beurteilung des Heilungserfolges schwierig, da die Läsionen in der Regel spontan 
verschwinden. In Problembeständen kann jedoch der prophylaktische Einsatz einer autologen 
Vakzine aus zerkleinertem, Formalin-inaktiviertem Papillommaterial sinnvoll zum Schutz der 




nach Impfung mit einem Formalin-inaktiviertem COPV-Homogenat keiner der 99 Beagles 
nach experimenteller Infektion Papillome entwickelte. Bei keinem der über 60.000 Beagles, 
die nachfolgend mit einem solchen Formalin-inaktiviertem Impfstoff behandelt wurden, traten 
Nebenwirkungen auf (BELL et al. 1994), wohingegen nach der Impfung mit Lebendvirus in 
seltenen Fällen epitheliale Neoplasien einschließlich Plattenepithelkarzinome am 
Injektionsort beschrieben wurden (BELL et al. 1994). 
1.4 Bedeutung der COP als Tiermodell 
Papillomvirusinfektionen kommen nicht nur bei Tieren, sondern auch beim 
Menschen vor. Man ist heute der Ansicht, dass es weit über 100 verschiedene Genotypen des 
HPV gibt, wovon 85 bereits vollständig sequenziert wurden (Stand 2000). Von etlichen 
weiteren liegen Teilsequenzen vor. Die Verbreitung von HPV in der Bevölkerung ist weltweit 
hoch. Je nach Genotyp des Virus kann dieser nicht nur harmlose Läsionen wie z.B. Warzen 
im Hand- und Fußbereich hervorrufen, sondern auch sehr schmerzhafte und nur schwer 
therapierbare Läsionen im Anogenitalbereich verursachen. Bestimmte Papillomvirustypen 
sind sogar ursächlich an der Entstehung von Krebserkrankungen beteiligt. So ist die 
Krebserkrankung der Zervix eine mögliche Folge einer persistierenden HPV-Infektion. 
Studien haben gezeigt, dass hierbei nur einige wenige HPV-Typen, insbesondere HPV-16, 
HPV-18, HPV-31 und HPV-45 eine Rolle spielen (BOSCH et al. 1995; INTERNATIONAL 
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARC) 1999; MUNOZ et al. 2003). Aus diesen 
Gründen ist man bereits seit Jahren sehr daran interessiert, prophylaktische Impfstoffe sowie 
Therapie-Strategien insbesondere gegen diese sogenannten high risk-Typen des HPV zu 
entwickeln. Neue Vakzine- und Behandlungsmethoden müssen vor den ersten klinischen 
Versuchen im Menschen jedoch erst auf ihre Wirksamkeit und Sicherheit überprüft werden. 
Da Papillomviren sehr wirtsspezifisch sind, können Versuchstiere nicht mit HPV infiziert 
werden. Tiermodelle mit speziesspezifischen Papillomviren bilden so die einzige 
Möglichkeit, „Proof of Principle“-Studien in einem immunkompetenten Wirt durchzuführen. 
Das canine orale Mukosa-Modell, in dem Hunde im Bereich der Maulhöhle 
experimentell mit COPV infiziert werden, hat sich aus mehreren Gründen als geeignet 
erwiesen. Zum einen handelt es sich beim Hund um ein gut charakterisiertes Versuchstier, 
welches unter Laborbedingungen gut gehalten werden kann, zum anderen gehört das COPV 
zu den Papillomvirustypen, die eine starke Affinität zu Schleimhäuten aufweisen. Aus diesem 
Grunde ist es ein geeignetes Modellvirus für schleimhautspezifische HPV-Typen wie z.B. die 
high risk-Typen HPV-16 und HPV-18. Als weiteren Vorteil dieses Tiermodelles entwickeln 




leicht zugänglich und gut zu beobachten ist. Auch hat sich die experimentelle Infektion der 
Hunde mit COPV als zeitlich und räumlich gut reproduzierbar herausgestellt. Die ersten 
Papillome entwickeln sich in der Regel 4-6 Wochen nach Infektion und bilden sich nach 
weiteren 4-8 Wochen spontan zurück. Dieser überschaubare Zeitraum erlaubt eine exakte 
Durchführung und Auswertung von Studien, wie z.B. die Testung verschiedener 
Impfstrategien (BELL et al. 1994; MOORE et al. 2002a, b; STANLEY et al. 2001; SUZICH 
et al. 1995; YUAN et al. 2001). 
Die Nachteile von COPV als Modellinfektion, besonders für high risk-HPV-
Typen, liegen darin, dass das Virus – obwohl mukosatrop - nicht in der Lage zu sein scheint, 
die Schleimhaut des Genitaltraktes zu infizieren. Zudem ist COPV genetisch enger mit 
cutanen HPV-Typen wie z.B. HPV-1 und HPV-63 verwandt (DELIUS et al. 1994). PEH et al. 
(2002) konnten zudem zeigen, dass die zeitliche und örtliche Abfolge der frühen und späten 
Ereignisse des Replikationszyklus von COPV wichtige Unterschiede zu HVP-1 und HPV-16 
aufweist. Besonders bei der Entwicklung therapeutischer Impfstrategien, die eine 
zellvermittelte Immunität hervorrufen müssen, können diese Unterschiede im Zielgewebe und 
in der zeitlichen Abfolge des Replikationszyklus das Resultat der Experimente beeinflussen 
(PEH et al. 2002). Erkenntnissse, die im COPV-Modell erarbeitet werden, können deshalb 
nicht ohne Einschränkungen auf mukosatrope HPV-Infektionen übertragen werden. 
1.5 Baypamune 
In dieser Arbeit wurde ein Paramunitätsinducer, welcher den Parapoxvirus ovis 
Stamm D 1701 in inaktivierter Form (chemisch inaktiviert mittels binärem Ethylenimin) 
enthielt, eingesetzt. Zum Zeitpunkt der Studie war dieser unter dem Namen Baypamune 
(Hersteller Bayer AG) im Handel. Zuvor wurde das Produkt als Baypamun (Hersteller Bayer 
AG) vermarktet und nach Akquisition durch die Firma Pfizer AG ist es seit 2005 in 
Deutschland unter dem Namen Zylexis (Hersteller Pfizer AG) erhältlich.  Im den folgenden 
Abschnitten wird das Produkt zur Vereinfachung durchgängig als Baypamune bezeichnet. 
Baypamune ist ein sowohl in der Kleintier- als auch in der Nutztierpraxis häufig 
eingesetzter Paramunitätsinducer. Als solcher wird ein Wirkstoff bezeichnet, dessen 
Verabreichung zu einer erworbenen, kurzzeitigen (7-12 Tage), unspezifisch gesteigerten 
Abwehrbereitschaft des Immunsystems führt, wobei diese die Folge einer nicht antigen-
spezifischen Stimulation darstellt (MAYR 1982, 1991, 1993; MAYR u. BÜTTNER 1984). 
Baypamune ist in Deutschland für die Anwendung bei Hund und Katze sowie den Nutztieren 




Unterstützung bei der Vorbeugung und der Therapie von infektiösen und Stress-induzierten 
Erkrankungen geeignet.  
Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass die Gabe von Baypamune 
besonders in der Neugeborenen- und Absetzphase, und hier besonders im Zusammenhang mit 
dem Problemkreis Atemwegserkrankungen, hilfreich sein kann. So führte die 
metaphylaktische Gabe von Baypamune bei 3 Monate alten Kälbern, die zusammen mit 
experimentell mit BHV-1 infizierten und an der infektiösen bovinen Rhinotracheitis (IBR) 
erkrankten Kälbern aufgestallt waren, im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe zu 
einem wesentlich milderen Verlauf der Erkrankung und zu einer schnelleren Rekonvaleszenz 
(CASTRUCCI et al. 2000). Eine mehrmalige metaphylaktische Applikation von Baypamune 
konnte die Ausprägung der für die IBR typischen Symptome wie Fieber, Husten, Dyspnoe 
und Nasenausfluß sogar vollständig verhindern. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass die 
Virusausscheidung der mit Baypamune behandelten Tiere im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrollgruppe wesentlich geringer war. In einer weiteren Studie (ZIEBELL et al. 1997a) 
wurden Kälber im Alter von zwei Wochen Stress durch Transport und Crowding ausgesetzt. 
Diejenigen Kälber, die eine dreimalige Baypamune-Gabe erhielten, entwickelten deutlich 
geringradigere Symptome einer respiratorischen Erkrankung als die unbehandelte 
Kontrollgruppe. Auch bei jungen Pferden scheint die mehrmalige Gabe von Baypamune in 
Stresssituationen sinnvoll. ZIEBELL et al. (1997b) konnten zeigen, dass die klinische 
Symptomatik der an Atemwegserkrankungen leidenden Tieren der Baypamune-Gruppe 
wesentlich weniger ausgeprägt war als die der Kontrollgruppe. Auch der Prozentsatz der 
schweren Krankheitsverläufe mit eitrigem Nasenausfluss war bei der Baypamune-Gruppe 
signifikant verringert. Bei Katzen hat sich Baypamune besonders zur Prophylaxe, 
Metaphylaxe und Therapie des Katzenschnupfens bewährt (TRAEDER et al. 2005). STRUBE 
et al. (1998) berichteten, dass die prophylaktische zweimalige Injektion von Baypamune bei 
neugeborenen Dackelwelpen eines Problembestandes die Manifestation des 
Krankheitskomplexes Welpensterben (durch ein canines Herpesvirus verursacht) verhinderte. 
Die Gabe von Baypamune scheint jedoch nicht bei allen Infektionskrankheiten 
empfehlenswert. Bei einem Ausbruch des Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome 
stellten KYRIAKIS et al. (2002) fest, dass Schweine, denen Baypamune verabreicht worden 
war, schwerere klinische Symptome zeigten als die Kontrollgruppe. Die Verfasser schlossen 
daraus, dass der Immunmodulator möglicherweise zu einer Erhöhung der viralen Replikation 




Die Wirkungsmechanismen, die den in in vivo-Studien beobachteten Effekten von 
Baypamune zugrunde liegen, sind noch nicht eindeutig geklärt. Ergebnisse früherer in vitro-
Studien deuteten darauf hin, dass inaktiviertes Parapoxvirus ovis (iPPVO), der wirksame 
Bestandteil von Baypamune, zu einer Stimulation des angeborenen Immunsystems führt. So 
wurde unter dem Einfluss von iPPVO eine Erhöhung der Phagozytoserate sowie eine 
Aktivitätszunahme der natürlichen Killer (NK)-Zellen und die Freisetzung von Interferon 
(INF) α beobachtet (BÜTTNER et al. 1995; FÖRSTER et al. 1994; MAYR et al. 1986). Auch 
eine erhöhte Sekretion von Tumornekrosefaktor (TNF) α, Interleukin (IL)-2 und dem 
Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) wurde beschrieben (MARSIG u. STICKL 1988; MAYR et al. 
1989; STEINMASSL u. WOLF 1990). Neurere in vitro-Untersuchung bei Schweinen konnten 
diese Beobachtungen jedoch nicht bestätigen. FACHINGER et al. (2000a, b) fanden nach 
Stimulation von porcinen mononukleären Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood 
mononuclear cells, PBMCs) mit iPPVO keine Hinweise auf eine Stimulierung des 
unspezifischen Immunsystems. Weder eine erhöhte Aktivität der NK-Zellen noch eine 
erhöhte Phagozytoserate von Monozyten und Granulozyten oder ein erhöhter oxidativer Burst 
konnten beobachtet werden. Sie stellten jedoch fest, dass eine Stimulation mit iPPVO zu einer 
Proliferation der porcinen PBMCs führte. Es zeigte sich, dass es sich bei der Mehrheit der 
durch iPPVO-aktivierten Zellen um T-Helfer (TH)-Zellen handelte. Diese wiesen eine hohe 
Dichte des Oberflächenantigens CD4 auf und exprimierten CD25 und den 
Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex, MHC) II. 
Weiterführende Untersuchungen identifizierten die aktivierten TH-Zellen als Hauptquelle für 
die erhöhten Spiegel der untersuchten Zytokine IL-2, IFNα und IFNγ.  
WEBER et al. (2003) konnten nach Injektion von iPPVO Stamm D1701 in 
BALB/cJ-Mäuse auf Boten-RNA (messenger RNA, mRNA)-Ebene eine starke 
vorübergehende Hochregulierung von IL-12, IL-18, INFγ, TNFα und anderen TH1-Zytokinen 
nachweisen. Zeitversetzt stieg IL-4 an. Ein besonders hoher Anstieg von INFγ und IL-18 
wurde in Zellen aus einer Peritoneal-Lavage gezeigt; dieser unterschied sich signifikant von 
einer Erhöhung nach Gabe von komplettem Freundschem Adjuvans (complete Freund 
adjuvant, CFA). Die Beobachtung, dass IL-18, ein starker Induktor von INFγ (MICALLEF et 
al. 1996), durch iPPVO, nicht aber durch CFA hochreguliert wurde, legt die Vermutung nahe, 
dass IL-18 in vivo eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der immunmodulatorischen 
Wirkungen spielt. Antivirale Aktivität von iPPVO konnte auch in verschiedenen 




anschließend mit einer letalen Dosis Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) infiziert worden waren, 
überlebten signifikant länger als die Kontrollmäuse (WEBER et al. 2003). Der durch iPPVO 
vermittelte antivirale Effekt konnte mittels monoklonaler Ak (mAk) gegen INFγ, aber nicht 
mittels mAk gegen IL-18 oder IL-12 aufgehoben werden.  
1.6 Zielstellung der Arbeit 
In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss des Immunmodulators Baypamune 
(Bayer AG) auf die Viruspersistenz und die Immunantwort bei Hunden untersucht werden, 
die an der caninen oralen Papillomatose erkrankt waren.  
Insbesondere sollte untersucht werden, ob die wiederholte Gabe von Baypamune 
zu einem Anstieg der mRNA der Zytokine IL-18, TNFα und INFγ im peripheren Blut führt. 
Zum Nachweis der mRNA und zur anschließenden relativen Quantifizierung sollten 
verschiedene quantitative real-time RT-PCRs etabliert werden, die jeweils ein Fragment der 
mRNA der oben genannten Zytokine sowie des house-keeping Gens ARP-3 vervielfältigen. 
Zusätzlich sollte untersucht werden, ob die wiederholte Gabe von Baypamune einen Einfluss 
auf die Persistenz des COPV-Genoms im Bereich des Infektionsortes (Maulschleimhaut) hat. 
Hierfür sollte eine quantitative real-time PCR etabliert werden, welche einen Bereich des 
COPV L1-Gens vervielfältigt. Im dritten Teil der Arbeit sollte die Entwicklung der 
humoralen Immunantwort im Verlaufe der COP-Infektion untersucht werden. Hierfür sollte 
ein Antigen-Capture ELISA mit COPV L1-VLPs als Antigen entwickelt werden. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen sollten (i) Einblicke in die Wirkungsweise 
von Baypamune bei Hunden ermöglichen, (ii) die Wirksamkeit einer Baypamune-Therapie 
bei der COP untersuchen und (iii), im Hinblick auf den Modellcharakter der COPV-Infektion, 
generelle Hinweise auf die Anwendbarkeit und den Nutzen einer Baypamune-Therapie auch 




2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
2.1.1.1 Geräte 
Blotting-Kammern: für Western blot (Bio-Rad, München); Clean Spot (COY 
Laboratory Products, Michigan, USA); Elektrophoresekammern: Horizontal-
Gelelektrophorese (von Keutz, Reiskirchen), Mini Protean II (Bio-Rad, München); ELISA 
Reader "Thermo-Max" (MWG Biotech, München); French press: Emulsiflex C-5 (Avestin, 
Ottawa, Kanada); Gel-Dokumentationssystem: MultiImageTM Light Cabinet (Biozym 
Diagnostic, Hess. Oldendorf); Inkubatoren: Brutschränke (Memmert, Schwabach); Kühl- und 
Gefrierschränke (Liebherr, Ochsenhausen; Heraeus Instruments, Gera); Mikroskope: 
Elektronenmikroskop Zeiss EM900 (Zeiss, Jena); Fluoreszenzmikroskop Olympus IX 70 
(Olympus, München), Lichtmikroskop Olympus CK2 (Olympus, München); Pipettierhilfen 
(Gilson und Labmate, ABIMED Analysen-Technik, Langenfeld; Integra Biosciences, 
Fernwald; Hirschmann, Eberstadt; Costar Corporation, Cambridge, MA, USA); Schüttler: 
Vortexer (Bender & Hobein, Zürich, Schweiz), Orbital-Schüttler (Forma Scientific, Ohio, 
USA); Spektrophotometer: DU® 640 Spectrophotometer (Beckmann, München); 
Sterilwerkbänke (Heraeus, Hanau); Thermocycler: PTC-200 (MJ Research, Biozym 
Diagnostic, Hess. Oldendorf), Rotor-Gene RG-2000-32 (LTF Labortechnik, Wasserburg); 
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg); Ultraschallgerät: Sonifier 250 (Branson, 
Dietzenbach); Wasserbäder (GFL, Burgwedel); Zentrifugen: Pico FugeTM (Stratagene, CA, 
USA); Biofuge 15 R (Heraeus Instruments, Gera), Labofuge 400 R (Heraeus Instruments, 
Gera), Megafuge 1.0 R (Heraeus Instruments, Gera); AvantiTM J-25 I Centrifuge (Beckmann, 
München), OptimaTM L-70 K Ultracentrifuge (Beckmann, München). 
2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Deckgläschen (Roth, Karlsruhe); Einmalhandschuhe (Roth, Karlsruhe); ELISA-
Platten: Nunc-ImmunoTM Plate, MaxiSorpTM Surface (Nunc, Wiesbaden); Gewebe-
Kulturflaschen: 250 ml, 50 ml (Greiner, Frickenhausen); Filterpapiere (Schleicher & Schnell, 
Dassel); Kryo-Tubes (Nunc, Wiesbaden); Gewebekulturplatten: 96 Loch, flacher Boden 
(Greiner, Frickenhausen); Gewebekulturschalen (Greiner, Frickenhausen); 




Frickenhausen); Reaktionsgefäße: 50 ml, 15 ml, 1,5 ml (Greiner, Frickenhausen); für PCR 0,2 
ml (Alpha Laboratories Ltd, Hampshire, England); Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes (Pierce, 
Perbio Science Deutschland, Bonn); Zentrifugenröhrchen und -becher (Beckmann, München). 
2.1.2 Software 
Analyse von Elekrophorese-Bildern: AlphaEaseTM Version 5.5 (Alpha Innotech 
Corporation, Biozym, Hess. Oldendorf); Analyse und Bearbeitung von DNA- und 
Aminosäuresequenzen: PrimerSelect, EditSeq und MegAlign (DNASTAR, Madison, USA); 
Auswertung von ELISA-Platten: SOFTmax® PRO 1.2.0 (Molecular Devices, Ismaning); 
Auswertung und Quantifizierung der real-time-PCR: Rotorgene Real-time Analysis Software 
V. 4.4 und V. 4.6.66 (Corbett Research, Mortlake, Australien). 
2.1.3 Versuchstiere (Vorversuch und Hauptversuch) 
Sämtliche Versuchshunde (Labrador-Retriever) stammten aus der Zucht von 
Gerhard Bonengel, Schweinfurt. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn in Obhut des Züchters 
gegen Staupe, Hepatitis, Leptospirose, Parvovirose und Tollwut geimpft, entwurmt und einer 
Behandlung gegen Ektoparasiten unterzogen. Während der Dauer des Tierversuches waren 
die Hunde in einem vom übrigen Kliniksbetrieb abgetrennten Bereich der Klinik für 
Kleintiere der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig untergebracht. 
2.1.4 Viren 
2.1.4.1 COPV/camb und COPV/inf 
Zur Infektion der Hunde des Vorversuchs sowie zur Etablierung der COPV L1-
PCR wurde COPV aus Cambridge, England (COPV/camb) verwendet. Ca. 200 µl der 
Viruspräparation mit einer Konzentration von ca. 108 Genomäquivalenten/µl wurden von der 
Firma Bayer (Leverkusen) zur Verfügung gestellt. Die Infektion der Hunde des 
Hauptversuches erfolgte mit COPV/inf. Hierbei handelte es sich um COPV, welches aus 
Papillomen der Hunde des Vorversuches gewonnen worden war (Abschnitt 2.2.1.1). 
2.1.4.2 COPV L1-Baculo/Bayer 
Um rekombinantes COPV L1-Protein in Insektenzellen herzustellen, wurde ein 
rekombinantes Baculovirus, welches den ORF des COPV L1-Gens enthielt, verwendet. Ca. 2 
ml COPV L1-Baculo/Bayer [3,6 x 106 Plaque-bildende Einheiten (pfu)/ml] wurden von der 





Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde in der vorliegenden Arbeit der 
folgende Escherichia coli (E. coli)-Stamm verwendet: One Shot® TOP10 F’ Chemically 
Competent E. coli (Invitrogen, Karlsruhe). 
2.1.6 Eukaryote Zelllinien: Spodoptera frugiperda 9 (Sf9)-Zellen 
Bei den Sf9-Zellen handelte es sich um eine Zelllinie, welche ursprünglich aus 
Ovarialgewebe des Falters Spodoptera frugiperda etabliert worden war. Sf9-Zellen 
(Invitrogen, Karlsruhe) wurden zur Expression des rekombinanten COPV L1-Proteins 
verwendet. 
2.1.7 Vektoren 
pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe). 
2.1.8 Plasmide 
Das Plasmid pINFγ wurde von der Firma Bayer zur Verfügung gestellt. Bei 
diesem Plasmid sind die Nukleotide (nt) 51-604 des caninen INFγ-Gens (GAN AF126247) in 
den Vektor pCR-Blunt II TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert. 
2.1.9 Enzyme 
Enzyme folgender Hersteller wurden verwendet: Restriktionsendonukleasen 
(New England Biolabs, Frankfurt am Main); Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 
(40 u/µl) (Promega, Mannheim); RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Mannheim); 
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim); SAWADY Taq-
DNA-Polymerase (5 Einheiten/µl) und Reaktionspuffer Y (Peqlab, Erlangen); T7 RNA 
Polymerase (mit 5 x Reaktionspuffer und 100 mM DDT) (Promega, Mannheim). 
2.1.10 Antikörper 
Antikörper folgender Hersteller wurden verwendet: MAk: Anti-HPV-16 
CAMVIR-I (Abcam Limited, Cambridgeshire, UK); sekundäre Ak: Anti-Hund IgG, 
Peroxidase-konjugiert (Sigma, Taufkirchen); Anti-Maus IgG, biotinyliert (Sigma, 





2.1.11.1 Baypamune ad us. vet. (Präparat A) 
Eine Dosis (1 ml) enthielt nach Resuspendierung den chemisch inaktivierten 
Parapoxvirus ovis Stamm D 1701 (mindestens 230 Einheiten Interferon), Polygeline (ca. 25 
mg) und Aqua pro injectionem (ad 1 ml). Das Präparat war von der Firma Bayer zur 
Verfügung gestellt worden. 
2.1.11.2 Plazebo (Präparat B) 
Das Kontrollpräparat bestand aus Polylysine, Mannitol und gepufferter 
Kochsalzlösung. Die genaue Zusammensetzung war der Firma Bayer bekannt. 
2.1.12 Oligonukleotide (Primer) 
Tab. 9 (Anhang B, Abschnitt 9.2) zeigt die für die PCR bzw. RT-PCR und die 
DNA-Sequenzierung verwendeten Primer (BioChip Technologies, Freiburg; Hermann GbR 
Synthetische Biomoleküle, Freiburg). 
2.1.13 Marker 
2.1.13.1 DNA-Längenstandard λdV1/PAT 
Als Längenstandard für große DNA-Fragmente wurde eine Mischung aus PstI-, 
BamHI-, und HindIII- Spaltungen des Plasmids PAT553/PB1 (Prof. Dr. Dr. G. Hobom, 
Giessen) und HaeIII-verdauter Phagen-DNA von λdV1 (Prof. Dr. Dr. G. Hobom, Giessen) 
verwendet. Es entstehen Fragmente in folgenden Längen (in bp): 5564, 4133, 3146, 2528, 
1713, 1310, 890, 845, 696, 535, 460, 362, 352, 272, 223, 213, 212, 178, 142, 132, 83, 40. 
2.1.13.2  DNA-Längenstandard λ HaeIII 
Als Längenstandard für DNA-Fragmente wurde DNA des Phagens λdV1 (Prof. 
Dr. Dr. G. Hobom, Giessen) mit HaeIII verdaut. Die dabei entstandenen Fragmente besitzen 
folgende Größen (in bp): 1713, 1310, 890, 535, 460, 362, 272, 223, 213, 212, 178, 142, 132, 
83, 40. 
2.1.13.3 Biotinylierter Molekulargewichtsmarker für Proteine 
Als Molekulargewichtsmarker im Western blot wurde der Marker "Biotinylated 
SDS-PAGE Standards, Low Range" (Bio-Rad, München) verwendet. Die enthaltenen 




2.1.14 Vorgefertigte Systeme ("Kits") 
Kits folgender Hersteller wurden verwendet: BCA Protein Assay Reagent Kit 
(Pierce, Perbio Science Deutschland, Bonn); DNeasy™ Tissue Kit (Qiagen, Hilden); 
Omniscript™ RT Kit (Qiagen, Hilden); QIAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden); 
QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden); QIAGEN® Plasmid Mini Kit (Qiagen, 
Hilden); QIAGEN® Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden); QuantiTect™ SYBR® Green PCR 
Kit (Qiagen, Hilden); Ribonukleotide Kit (Promega, Mannheim); RNeasy® Mini Kit (Qiagen, 
Hilden); TOPO TA Cloning® Kit with One Shot® TOP10F' Chemically Competent E. coli 
(Invitrogen, Karlsruhe). 
2.1.15 Sonstiges 
Desweiteren wurden folgende Reagenzien eingesetzt: Random Hexamer Primer 
(0,2 µg/µl) (MBI Fermentas, St. Leon-Rot); Hefe-t-RNA (Invitrogen, Karlsruhe); Milchpulver 
[Bebivita Dauermilch 1(Somalon GmbH, München)]; Universal-Agarose (Peqlab, Erlangen); 
SYBR® Green I (Mobitec, Göttingen). 
2.1.16 Lösungen, Puffer und Medien 
Die Zusammensetzung der verwendeten Lösungen, Puffer und Medien ist im 
Anhang A beschrieben. 
2.2 Methoden 
2.2.1 Tierversuche 
Sämtliche Tierversuche einschließlich der Probenentnahmen wurden in 
Zusammenarbeit mit der Klinik für Kleintiere der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig, insbesondere mit Tierärztin Maren März, durchgeführt. 
2.2.1.1 Vorversuch 
Ziel des Vorversuchs war es zum einen, praktische Erfahrungen mit der 
Infektionsmethodik zu sammeln, zum anderen, das COPV/camb im Tier zu vermehren, um 
eine ausreichende Menge Virusmaterial für die Infektion der Hunde des Hauptversuches zu 
gewinnen. Drei Labrador-Retriever im Alter von ca. 16 Wochen wurden mit COPV/camb 
infiziert. Die Infektion erfolgte mit 10 µl Virussuspension (ca. 108 Genomkopien/µl) an 
mehreren Stellen der Maulschleimhaut, welche zuvor mit einem Skalpell bis zur kapillären 
Blutung geritzt worden waren. Achtundsechzig Tage post infectionem (d.p.i.) wurden die 




Mitteilung Reimar Johne, Leipzig, 2001). Dieses wurde bis zur Virusisolierung (Abschnitt 
2.2.2) bei -80 °C gelagert. 
2.2.1.2 Hauptversuch 
2.2.1.2.1 Infektion der Hunde 
Bei 13 Hunden im Alter von ca. 15 Wochen wurde unter Allgemeinanästhesie die 
Gingiva labialis der linken Seite mit einem sterilen Skalpell an drei Stellen bis zur kapillären 
Blutung geritzt. Die angeritzten Bereiche befanden sich ca. 1 cm oberhalb des Dens caninus, 
oberhalb des Diastemas und oberhalb des zweiten Prämolaren. Sie hatten einen Durchmesser 
von jeweils ca. 0,5 cm. Anschließend wurden auf jede der 3 Stellen 10 µl COPV/inf (ca. 108 
Genomkopien/µl) mit einer Pipettenspitze aufgetragen; die Einwirkungszeit betrug ca. 3 min. 
2.2.1.2.2 Gruppeneinteilung der Versuchshunde und Medikation 
Nach Auftreten der Papillome wurden die Versuchshunde am Tag 44 p.i. in zwei 
Gruppen zu jeweils sechs Tieren (Gruppe A und Gruppe B) eingeteilt. Dabei gehörten beiden 
Gruppen sowohl Hunde mit stark ausgeprägten als auch solche mit schwach ausgeprägten 
Papillomen an. Ein Hund, der zum Zeitpunkt der Gruppeneinteilung keine Papillome aufwies, 
wurde aus dem Versuch genommen. An den Tagen 48, 50, 55, 62, 69 und 76 p.i. wurde jedem 
Hund der Gruppe A eine Dosis des Präparates A (Baypamune) und jedem Hund der Gruppe B 
eine Dosis des Präparates B (Plazebo) subkutan im Bereich der seitlichen Rumpfwand 
injiziert. Die Durchführung der Studie erfolgte als Blindversuch, so dass während des 
Versuchsverlaufes nicht bekannt war, welches der beiden Präparate Baypamune und welches 
das Plazebo enthielt; die Kodierung erfolgte durch die Firma Bayer. 
2.2.1.2.3 Probenentnahme 
2.2.1.2.3.1 Blut  
Beginnend mit dem Tag der Infektion der Hunde (Tag 0) wurde jedem Hund in 
wöchenlichen Abständen ca. 5 ml Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Blut und ca. 2 ml 
Vollblut abgenommen. Die Blutentnahme endete bei jedem Hund individuell eine Woche 
nach vollständiger Regression der Papillome. Zusätzlich wurden am Tag der Bioptatentnahme 
(Tag 147 p.i.) von jedem Hund ca. 4 ml Vollblut entnommen. Zwischen Medikation und 
Blutentnahme lagen jeweils ca. 24 h. Zur Serumgewinnung wurde das Vollblut nach 




Serum wurde abpipettiert und bei -20 °C gelagert. Das EDTA-Blut wurde zur Isolierung der 
Gesamt-RNA (Abschnitt 2.2.5.1) verwendet. 
 
2.2.1.2.3.2 Biopsien 
Bei den Versuchshunden wurde am Tag 147 p.i. unter Allgemeinanästhesie eine 6 
mm Punch-Biopsie an einer relevanten und zur Kontrolle zusätzlich an einer nicht-relevanten 
Stelle durchgeführt. Bei der relevanten Stelle handelte es sich um einen Bereich, an dem sich 
zuvor ein Papillom befunden hat. Die Stelle der Probenentnahme wurde anhand während des 
Infektionsverlaufs angefertigter Fotos bestimmt. Bei der nicht-relevanten Stelle handelte es 
sich um einen Bereich der nicht mit COPV/inf infizierten Maulschleimhaut des rechten 
Oberkiefers. Die Bioptate wurden bis zur DNA-Isolierung (Abschnitt 2.2.5.2) bei –80 °C 
gelagert. 
2.2.2 Virusreinigung aus Papillommaterial 
Das von den Hunden des Vorversuchs stammende Papillommaterial (Abschnitt 
2.2.1.1) wurde mit einer Schere in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube zerkleinert und in zwei 50 
ml-Reaktionsgefäße überführt. Nach Zugabe von 20 ml Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung 
(phosphate-buffered saline, PBS) wurde die Probe mittels Ultraschall aufgeschlossen (15 sec 
auf Stufe 4) und für 10 min bei 4 °C mit 4.000 rpm (Megafuge 1.0 R) zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein Zentrifugenröhrchen überführt und auf Eis gestellt (Ansatz A). Das 
Pellet wurde in 20 ml PBS und 10 ml Frigen resuspendiert und die Probe im Anschluss daran 
dreimal für jeweils 20 sec auf Stufe 4 beschallt. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 4 
°C mit 4.000 rpm (Megafuge 1.0 R) wurde der Überstand in ein zweites Zentrifugenröhrchen 
überführt und auf Eis gestellt (Ansatz B). In beiden Zentrifugenröhrchen (Ansatz A und B) 
wurde die Virussuspension mit 5 ml CsCl der Dichte 1,3 g/ml und 5 ml CsCl der Dichte 1,4 
g/ml unterschichtet, die Zentrifugenröhrchen bis zum Rand mit PBS aufgefüllt (ca. 10 ml) 
und austariert. Nach einer zweistündigen Zentrifugation mit 20.000 rpm (Rotor: SW 28, 
OptimaTM L-70 K Ultracentrifuge) bei 4 °C wurde in beiden Röhrchen die Virusbande mittels 
einer Kaltlichtquelle sichtbar gemacht, mit einer sterilen Kanüle abgezogen (ca. 4 ml) und in 
jeweils ein Zentrifugenröhrchen überführt. Die Virussuspension wurde mit CsCl der Dichte 
1,3 g/ml und 1,4 g/ml (jeweils 2 ml) unterschichtet und im Anschluss daran für 2 h bei 4 °C 
mit 30.000 rpm zentrifugiert (Rotor: SW 41; OptimaTM L-70 K Ultracentrifuge). Aus Ansatz 
A wurde die Bande (ca. 0,25 ml) abgezogen und bei 4 °C aufbewahrt. Da im Ansatz B keine 




PBS gemischt und zur Konzentrierung des Virus für 2 h mit 40.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert 
(Rotor: SW 41, OptimaTM L-70 K Ultracentrifuge). Der Überstand wurde verworfen und das 
Pellet in 100 µl PBS resuspendiert. Das aus Ansatz A bzw. B aufgereinigte Virusmaterial 
wurde in zwei Dialysekammern (Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette) gefüllt, über Nacht gegen 
600 ml PBS dialysiert und bis zur Infektion der Hunde (Abschnitt 2.2.1.2.1) bei 4 °C 
aufbewahrt. 
2.2.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung 
Zur Überprüfung von COPV/camb und COPV/inf sowie zur Beurteilung der 
COPV L1-VLPs (Abschnitte 2.1.4.1 und 2.2.15) wurden elektronenmikroskopische Präparate 
wie folgt hergestellt: Ein mit Kohle bedampftes Kupfermaschennetz (Plano) mit einem 
Durchmesser von 3 mm wurde mit der bedampften Seite für 10 min auf einen Tropfen (50 µl) 
der Virussuspension gelegt. Nach vorsichtigem Abtropfen der Suspension wurde das Netz 
zweimal mit PBS gewaschen und anschließend für 20 sec mit Uranylacetat (2%) inkubiert. 
Überschüssiges Uranylacetat wurde vorsichtig abgetropft und das Netz bei Raumtemperatur 
getrocknet. Im Anschluss wurde das Präparat im Elektronenmikroskop untersucht. 
2.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der aufgereinigten COPV L1-VLPs 
kam der BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Perbio Science Deutschland) zur 
Anwendung. Das Prinzip des BCA-Assays beruht darauf, dass in alkalischem Medium Cu2+-
Ionen durch die anwesenden Proteine zu Cu+-Ionen reduziert werden, welche dann mit je 2 
Molekülen BCA (bicinchoninic acid) einen farbigen Komplex bilden. Dieser zeigt bei einer 
Wellenlänge von 562 nm eine starke Absorption, die im ELISA-Reader gemessen wird. Die 
Farbintensität der Reaktion ist proportional zur eingesetzten Proteinkonzentration, so dass 
durch Vergleich des gemessenen Absorptionswertes der unbekannten Probe mit den 
Absorptionswerten von Protein-Standards die Konzentration der Probe ermittelt werden kann. 
Hierzu wurde zuerst aus einem Aliquot der im Kit enthaltenen Albumin Standard-Lösung (2 
mg/ml) eine 1:2 Verdünnungsreihe mit folgenden Verdünnungstufen hergestellt: 500 µg/ml, 
250 µg/ml, 125 µg/ml, 62,5 µg/ml und 31,25 µg/ml. In sechs Kavitäten einer ELISA-Platte 
wurden nun jeweils eine Mischung aus 196 µl Reagenz A und 4 µl Reagenz B pipettiert. In 
fünf der sechs Kavitäten wurden jeweils 10 µl der oben genannten Verdünnungsstufen der 
Protein-Verdünnungsreihe dazugegeben. In die sechste Kavität wurden 10 µl der zu 
untersuchenden Probe pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37 °C wurde die 




gemessen. Mittels der Absorptionswerte der Verdünnungsstufen wurde eine Standardkurve 
erstellt und die Proteinkonzentration der unbekannten Probe berechnet. 
2.2.5 Isolierung von Nukleinsäuren 
2.2.5.1 RNA-Isolierung aus EDTA-Blut mit nachfolgender DNase-Behandlung 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus EDTA-Blut der Versuchshunde erfolgte mit 
den Reagenzien des QIAamp® RNA Blood Mini Kits (Qiagen). Hierzu wurden 2,5 ml EDTA-
Blut für 5 min bei 1.500 rpm (Megafuge 1.0 R) und 4 °C zentrifugiert. Das Plasma wurde 
abpipettiert und verworfen. Das Pellet wurde in 6 ml EL-Puffer gelöst und die Erythrozyten 
für 30 min auf Eis lysiert. Nach einer zehnminütigen Zentrifugation bei 1.500 rpm (Megafuge 
1.0 R) und 4 °C wurde der Überstand verworfen, das Leukozytenpellet in 2 ml EL-Puffer 
gelöst und nochmals für 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer fünfminütigen Zentrifugation 
bei 1.500 rpm (Megafuge 1.0 R) und 4 °C wurde der Überstand bis auf ca. 300 µl verworfen, 
das Leukozytenpellet im restlichen Überstand resuspendiert und in ein Eppendorf-Tube 
überführt. Nach einer Zentrifugation für 5 min bei 2.500 rpm (Biofuge 15 R) wurde der 
Überstand abpipettiert und verworfen, das Pellet in 400 µl EL-Puffer gelöst und auf 2 
Aliquots aufgeteilt. Nach einer Zentrifugation für 7 min bei 2.500 rpm (Biofuge 15 R) wurden 
die Überstände verworfen. Die beiden Leukozytenpellets wurden bei –80 °C bis zur weiteren 
Verwendung eingefroren. Nach dem Auftauen eines Leukozytenpellets bei Raumtemperatur 
wurde dieses in 600 µl RLT-Puffer gelöst und der Reaktionsansatz mit Hilfe der 
„QIAshredder spin column“ homogenisiert. Nach Zugabe von 600 µl Ethanol (70%) wurde 
das Homogenat auf eine Säule pipettiert und bei 10.000 rpm (Biofuge 15 R) für 15 sec 
zentrifugiert. Die RNA, die an die Membran der Säule gebunden war, wurde gemäß Protokoll 
des Herstellers in mehreren Waschschritten unter Verwendung der Puffer RW1 und RPE 
gereinigt. Im letzten Schritt wurde die RNA in 35 bzw. 40 µl RNase-freiem Wasser eluiert, 
die gelöste RNA nochmals auf die Säule pipettiert und durch einen weiteren 
Zentrifugationsschritt wiedergewonnen. Die Konzentration der RNA wurde in 
Spektrophotometer gemessen. Für die DNase-Behandlung wurden 500-1000 ng RNA mit 1-2 
Einheiten der RQ1 RNase-Free DNase (Promega), 1 µl 10x Puffer und 10 Einheiten RNasin 
in einem Gesamtvolumen von 10 µl gemischt. Nach einer Inkubation von 30 min wurde das 
Enzym durch Zugabe von 1 µl Stop Solution und einer Erhitzung auf 65 °C für 10 min 
inaktiviert. Von der RNA jeder isolierten Probe wurden je nach Bedarf mehrere Ansätze wie 




in der RT eingesetzt. Für die one-step RT-PCR wurden Aliquots zu 5 µl bei – 80 °C 
eingefroren. 
2.2.5.2 DNA-Isolierung aus Bioptaten 
Die für die DNA-Isolierung verwendeten Reagenzien waren im DNeasyTM Tissue 
Kit (Qiagen) enthalten. Ein ca. 3 mm x 3 mm x 2 mm großes Stück eines jeden Bioptates 
(Abschnitt 2.2.1.2.3.2) wurde mit einem sterilen Skalpell in einer sterilen Glasschale 
zerkleinert; das zerkleinerte Material wurde anschließend in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube 
überführt. Nach der Zugabe von 180 µl ATL-Puffer und 20 µl Proteinase K (20 mg/ml) 
wurden die Proben für 5 sec gevortext und über Nacht bei 55 °C im Thermomixer (Stufe 10) 
geschüttelt. Die weitere Isolierung erfolgte mit dem DNeasyTM Tissue Kit (Qiagen) nach 
Protokoll des Herstellers. Zur lysierten Probe wurde 200 µl AL-Puffer pipettiert, der Ansatz 
gut gemischt und für 10 min bei 70 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 
µl Ethanol (100%). Nach gründlichem Mischen wurde der gesamte Reaktionsansatz auf eine 
Säule pipettiert und für 1 min bei 8.000 rpm (Biofuge 15 R) zentrifugiert. Die DNA, die an 
der Säule gebunden war, wurde in zwei nachfolgenden Waschschritten unter Verwendung der 
Puffer AW1 und Puffer AW2 gemäß Protokoll des Herstellers gereinigt. Im letzten Schritt 
wurde die DNA mit insgesamt 100 µl AE-Puffer eluiert und bei -20 °C eingefroren. 
2.2.5.3 DNA-Isolierung aus Viruspartikeln 
Die DNA-Isolierung aus gereinigten Viruspartikeln wurde mit je einem Aliquot 
von COPV/camb und COPV/inf durchgeführt, um in der sich anschließenden COPV L1-PCR 
die Konzentration der Virussuspensionen zu bestimmen. Die Reagenzien waren im DNeasyTM 
Tissue Kit (Qiagen) enthalten. Ein Aliquot von 5 µl Virus wurde mit 195 µl PBS, 200 µl AL-
Puffer (Qiagen) und 20 µl Proteinase K (20 mg/ml) vermischt und über Nacht bei 42 °C 
verdaut. Die sich anschließende DNA-Isolierung erfolgte mit dem DNeasyTM Tissue Kit 
(Qiagen) nach Protokoll des Herstellers (Abschnitt 2.2.5.2). Im letzten Schritt wurde die DNA 
in insgesamt 150 µl AE-Puffer aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 
aufbewahrt. 
2.2.6 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren  
Um die Konzentration der isolierten Nukleinsäuren zu bestimmen, wurde die 
optische Dichte (OD) der Proben bei einer Wellenlänge von 260 nm im Spektrophotometer 
gemessen. Hierzu wurde ein Aliquot der isolierten Nukleinsäure in Aqua bidest. (bei DNA) 




wurde das Gerät mittels Aqua bidest. bzw. RNase-freiem Wasser geeicht. Die Konzentration 
der Nukleinsäuren wurde nach SAMBROOK et al.(1989) berechnet. 
2.2.7 Darstellung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese  
In einem Agarose-Gel können DNA-Fragmente mit einer Länge von ca. 200 bis 
15.000 bp aufgetrennt und durch Färbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht (λ 366 nm) 
sichtbar gemacht werden. Hierzu wurde Universal-Agarose in einer Konzentration von 0,8 - 
2% in TAE-Puffer durch Aufkochen in einem Mikrowellengerät gelöst, dann 3 μl 
Ethidiumbromid pro 100 ml TAE-Puffer hinzugefügt und die Lösung in die vorbereitete 
Elektrophorese-Kammer gegossen. Nach dem Festwerden des Gels wurde die DNA-Probe 
mit Ladepuffer versetzt und in die Vertiefungen des Gels pipettiert. Die Elekrophorese wurde 
in TAE-Puffer bei 100-120 V durchgeführt. Die Größe des DNA-Fragmentes wurde durch 
Vergleich mit einem DNA-Längenstandard (Abschnitte 2.1.13.1 und 2.1.13.2) ermittelt. 
2.2.8 Klonierung von PCR-Produkten 
2.2.8.1 Reinigung der PCR-Produkte (Gene Clean) 
Das gesamte Volumen des PCR-Ansatzes wurde auf ein Ethidiumbromid-
gefärbtes 2%iges Agarose-Gel aufgetragen (Abschnitt 2.2.7). Nach der Elektrophorese wurde 
die entsprechende Bande unter UV-Licht mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten, zerkleinert 
und in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube überführt. Nach Zugabe von 1 ml Natriumiodid-Lösung 
wurde die Agarose bei 65 °C im Wasserbad gelöst. Nun wurden 10 µl Glasmilch 
dazupipettiert und die Suspension für 10 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Nach einer 
Zentrifugation von 2 min bei 13.000 rpm (Biofuge 15) lag die DNA zusammen mit der 
Glasmilch als Pellet vor. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 400 µl New-
Waschpuffer resuspendiert, für 1 min bei 13.000 rpm (Biofuge 15) zentrifugiert und der 
Überstand wiederum verworfen. Dieser Waschschritt wurde wiederholt und im Anschluss das 
Pellet in 30 µl Aqua bidest. resuspendiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei 37 °C wurde 
die Probe für 3 min bei 13.000 rpm (Biofuge 15) zentrifugiert. Der Überstand mit der gelösten 
DNA wurde in ein neues Tube überführt und bei –20 °C gelagert. 
2.2.8.2 Klonierung der gereinigten PCR-Produkte in E. coli 
Für sämtliche Klonierungen wurde der TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen) 
verwendet, welcher speziell für die Klonierung von mittels Thermus aquaticus (Taq)-




Template-unabhängige Transferase-Aktivität, durch die ein einzelnes Desoxyadenosin an das 
3´-Ende des PCR-Produktes angehängt wird. Der im Kit enthaltene Vektor pCR®2.1-TOPO® 
besitzt einen einzelnen 3´-Desoxythymidin-Überhang, so dass das PCR-Produkt mit Hilfe der 
gekoppelten Topoisomerase mit dem Vektor ligieren kann. 
Drei µl des PCR-Produktes wurden mit 1 µl Salzlösung, 1 µl Vektor und 1 µl 
sterilem Wasser vorsichtig gemischt, für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf 
Eis gestellt (Ligation). Für die Transformation wurden die im Kit enthaltenen One Shot® 
TOP10 F´ Chemically Competent E. coli verwendet. Für jeden Transformationsansatz wurde 
ein Röhrchen E. coli auf Eis aufgetaut und die Bakterien vorsichtig mit 2 µl des 
Ligationsansatzes gemischt. Nach einer Inkubation für 20 min auf Eis wurden die Bakterien 
für 30 sec auf 42 °C erhitzt und im Anschluss daran sofort auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 
250 µl SOC-Medium wurde der Transformationsansatz für 1 h bei 37 °C auf dem 
Thermomixer (Stufe 10) geschüttelt. In der Zwischenzeit wurde eine Bakterienschale mit LB-
Agar (enthielt 0,1% Ampicillin oder Kanamycin) mit 100 µl Isopropyl β-D-1-
Thiogalactopyranosid (IPTG) (induziert die Expression der Fragmente der β-Galactosidase) 
und 80 µl Xgal bestrichen. Im Anschluss wurden 50-150 µl des Transformationsansatzes auf 
einer angewärmten Bakterienschale verteilt und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Für die 
Anzüchtung der Klone wurden weiße Kolonien ausgewählt (Blau-Weiß-Selektion). Zwei bis 
5 ml LB-Medium (enthielt 0,1% Ampicillin) wurden mit der ausgewählten Kolonie beimpft; 
die Anzüchtung der Bakterien erfolgte über Nacht bei 37 °C im Orbital-Schüttler. 
2.2.8.3 Aufreinigung der Plasmid-DNA 
2.2.8.3.1 Minilysat-Methode 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit der Minilysat-Methode 
(SAMBROOK et al. 1989). Hierzu wurden 1,5 ml der angeschüttelten Bakterienkultur in ein 
1,5 ml Eppendorf-Tube überführt und für 5 min bei 6.000 rpm (Biofuge 15 R) zentrifugiert. 
Der Überstand wurde dekantiert und das Bakterien-Pellet in 100 µl Resuspensionspuffer 
aufgenommen. Nach einer Inkubation für 5 min auf Eis wurden 200 µl Lysispuffer 
dazugegeben und mit der Bakteriensuspension vorsichtig gemischt. Wiederum folgte eine 
Inkubation für 5 min auf Eis. Im Anschluss wurde die Probe durch Zugabe von 150 µl 
Neutralisationspuffer 20 min lang auf Eis neutralisiert. Die Probe wurde nun für 10 min bei 
13.000 rpm (Biofuge 15 R) zentrifugiert, um Proteine und chromosomale DNA zu 
pellettieren. Der Überstand, der die Plasmid-DNA enthielt, wurde mit 1 ml Ethanol (100%) 




(Biofuge 15 R) gefällt. Der Überstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 500 µl 
eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 15.000 rpm 
(Biofuge 15 R) wurde der Überstand vorsichtig abpipettiert, das DNA-Pellet getrocknet und 
in 50 µl Aqua bidest. aufgenommen. Die DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt. 
2.2.8.3.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA unter Verwendung des Plasmid Mini Kits 
Um hoch reine DNA zu erhalten, wurde diese mit Hilfe des Plasmid Mini Kits 
(Qiagen) isoliert. Das Bakterien-Pellet von 3 ml Bakterienkultur wurde in 300 µl Puffer P1 
resuspendiert. Nach Zugabe von 300 µl Puffer P2 wurde die Probe vorsichtig gemischt und 
für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 300 µl Puffer P3 zugegeben, 
der Ansatz gemischt und für 5 min auf Eis gestellt. Während der nachfolgenden 
zehnminütigen Zentrifugation bei 15.000 rpm (Biofuge 15 R) wurden Proteine und 
chromosomale DNA pelletiert. Der Überstand mit der Plasmid-DNA wurde auf eine Säule 
pipettiert, welche zuvor mit 1 ml Puffer QBT equilibriert worden war. Nach vier 
Waschschritten mit jeweils 1 ml Puffer QC wurde die Plasmid-DNA mit 800 µl Puffer QF in 
ein neues Eppendorf-Tube eluiert. Im Anschluss wurde die Plasmid-DNA mit 560 µl 
Isopropanol gefällt. Nach einer Zentrifugation von 30 min bei 15.000 rpm (Biofuge R) wurde 
der Überstand verworfen und das Pellet mit 1 ml eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Nach 
einer Zentrifugation von 5 min bei 13.000 rpm (Biofuge R) wurde der Überstand vorsichtig 
abpipettiert, das Pellet getrocknet und in 50 µl Aqua bidest. aufgenommen. Die DNA wurde 
bei -20 °C aufbewahrt. 
2.2.8.4 Restriktionsenzymanalyse 
Um zu überprüfen, ob der Vektor ein Insert der richtigen Größe enthielt, wurde 
die Eigenschaft der Restriktionsendonukleasen genutzt, DNA sequenzabhängig zu schneiden. 
Der Vektor pCR®2.1-TOPO® besitzt zwei Schnittstellen für das Restriktionsenzym EcoRI, 
welche den Bereich flankieren, in den das PCR-Produkt in den Vektor eingebaut wird. Unter 
der Bedingung, dass sich keine EcoRI-Schnittstelle im Insert befindet, lässt sich mit Hilfe von 
EcoRI das einklonierte PCR-Produkt aus dem Vektor herausschneiden. Durch Agarose-
Gelelektrophorese lässt sich seine Größe beurteilen. Ein Aliquot von 5 µl der isolierten DNA 
wurde mit 8 µl Aqua bidest., 0,5 µl EcoRI (5 Einheiten) und 1,5 µl EcoRI-Puffer gemischt 
und für mindestens 2 h bei 37 °C im Wasserbad verdaut. Danach wurde das gesamte 






Plasmide mit einem Insert der richtigen Größe wurden im "Zentralen 
Funktionsbereich DNA-Sequenzierung" des Interdisziplinären Zentrums für Klinische 
Forschung, Universität Leipzig, mit einem ABI PRISMTM-Sequenzierautomaten, Modell 377 
(Perkin Elmer), unter Verwendung des M13 Reverse Primers oder des M13 Forward Primers 
sequenziert. Ebenso wurden PCR-Produkte mit Hilfe ihres sense- oder antisense-Primers 
sequenziert. 
2.2.10 Herstellung von in vitro-transkribierter RNA 
2.2.10.1 Linearisierung der Plasmide mit BamHI und Aufreinigung der DNA 
Vor der eigentlichen Transkription wurden die Plasmide mit BamHI geschnitten. 
Hierfür wurden 20 µl Plasmid-DNA mit 10 µl bovinem Serumalbumin (BSA), 40 Einheiten 
BamHI und 10 µl BamHI-Puffer (New England Biolabs) gemischt, mit Aqua bidest. auf 100 
µl aufgefüllt und für 2 h bei 37 °C inkubiert. Zur Überprüfung der Linearisierung wurden 2 µl 
des verdauten Plasmides auf ein 1%iges, Ethidiumbromid-gefärbtes Agarose-Gel aufgetragen. 
Als Vergleichskontrolle dienten 2 µl nicht-linearisierte DNA. Im Anschluss an die 
Linearisierung wurde die Plasmid-DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt. 
Hierfür wurde zum Gesamtansatz des linearisierten Plasmids (100 µl) 2 µl Proteinase K (100 
mg/ml) und 5 µl 10% Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) pipettiert und der 
Reaktionsansatz für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 300 µl Aqua bidest. und 
400 µl Phenol-Chloroform wurde der Reaktionsansatz gemischt und für 5 min auf Eis 
inkubiert. Nach einer Zenrifugation von 5 min bei 15.000 rpm (Biofuge R) wurde die obere 
Phase in ein neues Tube überführt und mit 400 µl Chloroform gewaschen. Nach einer 
Inkubation auf Eis von 5 min erfolgte wiederum eine Zentrifugation von 5 min bei 15.000 
rpm (Biofuge R). Die obere Phase wurde abgenommen und mit Na-Acetat (1/10 des 
Volumens der oberen Phase) und Ethanol 100% (2,5 faches Volumen der oberen Phase) für 2 
h bei -20 °C gefällt. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 15.000 rpm (Biofuge R) wurde 
der Überstand verworfen und das Pellet mit 500 µl Ethanol (70%) gewaschen. Nach einer 
Zentrifugation für 5 min bei 15.000 rpm (Biofuge R) wurde der Überstand verworfen, das 
Pellet getrocknet und in 30 µl RNase-freiem Wasser aufgenommen. 
2.2.10.2 In vitro-Transkription 
Die in vitro-Transkription wurde mit Hilfe des Ribonukleotide Kits (Promega) 




entsprechend den Anforderungen dieser Arbeit modifiziert. Zehn µl 5x Puffer, 5 µl 100 mM 
DTT, je 2,5 µl 10 mM rATP, rCTP und rUTP und 5 µl 1 mM rGTP wurden mit 2 µl RNasin® 
(Promega, Mannheim) sowie 2 µl T7-RNA-Polymerase und 3,5 µl RNase-freiem Wasser 
gemischt. Nach Zugabe der linearisierten DNA (15 µl) wurde der Reaktionsansatz (50 µl) für 
1 h bei 37 °C inkubiert. Die Länge der in vitro transkribierten cRNA-Fragmente berechnete 
sich aus der Addition der Länge der Plasmidinserts und der Anzahl der Nukleotide zwischen 
der T7-Promotorregion und der BamHI-Schnittstelle. 
2.2.10.3 DNase-Verdau 
Um DNA-freie RNA zu erhalten, wurde im Anschluss an die in vitro-
Transkription eine DNase-Behandlung durchgeführt. Hierfür wurden 45 µl des 
Reaktionsansatzes nach der in vitro-Transkription mit 3 µl RNasin® (Promega), 12 µl RQ1 
RNase-free DNase (Promega) und 7 µl des zugehörigen 10x Puffers gemischt und mit RNase-
freiem Wasser auf 70 µl aufgefüllt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37 °C wurde die 
Reaktion durch die Zugabe von 7 µl RQ1 DNase Stop Solution mit anschließender 
zehnminütiger Erhitzung auf 65 °C gestoppt. Die RNA-Präparation wurde bei -80 °C 
aufbewahrt. 
2.2.10.4 Reinigung der RNA-Präparation 
Unmittelbar vor Herstellung der RNA-Verdünnungsreihe (Abschnitt 2.2.11.2) 
wurde die RNA-Präparation über eine Silica-Säule gereinigt. Die verwendeten Puffer und 
Säulen waren im RNeasy® Mini Kit (Qiagen) enthalten. Die Probe wurde mit RNase-freiem 
Wasser auf ein Volumen von 100 µl aufgefüllt, mit 350 µl Puffer RLT (enthielt 1% β-
Mercaptoethanol) gemischt und nach Zugabe von 250 µl Ethanol (100%) auf eine Säule 
pipettiert. Nach einer Zentrifugation für 15 sec bei 10.000 rpm (Biofuge R) wurde die an die 
Membran gebundene RNA zweimal mit 500 µl Puffer RPE gewaschen. Im letzten Schritt 
wurde die RNA in 50 µl RNase-freiem Wasser gelöst. 
2.2.11 Herstellung der Standards für die PCR und RT-PCR 
2.2.11.1 Herstellung der DNA-Standards 
Mit einer Pipettenspitze wurde ein Teil des jeweiligen gefrorenen Bakterien-
Klons abgekratzt und in 2 ml LB-Medium (enthielt 0,1% Ampicillin bzw. Kanamycin) 
überführt. Die Anzüchtung der Bakterien erfolgte über Nacht bei 37 °C im Schüttelinkubator. 




Herstellers (Abschnitt 2.2.8.3.2). Im Anschluss daran wurde die Konzentration der isolierten 
DNA im Spektrophotometer (Abschnitt 2.2.6) bestimmt. Die Verdünnungsreihen wurden in 
Hefe-t-RNA oder Wasser hergestellt. Unter der Voraussetzung, dass die Vektorgröße und die 
Länge des Inserts bekannt sind, kann die Anzahl der Plasmidkopien pro Volumeneinheit 
isolierter DNA berechnet werden: 1 µg einer 1000 bp langen DNA entspricht einer 
Stoffmenge n = 1,52 pmol (SAMBROOK et al. 1989). 1,52 pmol enthalten 9,1 x 1011 
Moleküle. Am Beispiel des Plasmides pCOPV L1 sollen die zur Herstellung einer 
Verdünnungsreihe notwendigen Berechnungen verdeutlicht werden. Die Größe des Vektors 
pCR®2.1-TOPO® betrug 3931 bp, die des Inserts 381 bp, so dass das Plasmid eine Grösse von 
4312 bp besaß. Die Konzentration des Plasmides betrug gemäß photometrischer Messung 0,5 
µg/µl. Unter Anwendung der oben genannten Angaben ergab sich folgende Berechnung: 1 µg 
von 4312 bp DNA = (1000/4312) x 9,1 x 1011 Moleküle. Hieraus ergab sich, dass 1 µg von 
4312 bp DNA 2,11 x 1011 Moleküle und 4,7 µg von 4312 bp DNA 1012 Moleküle enthielten. 
Bei einer Plasmidkonzentration von 0,5 µg/µl waren in 9,4 µl 1012 Moleküle enthalten. Um 
40 µl einer Plasmid-Lösung mit 1011 Molekülen/ 4 µl zu erhalten, benötigte man folglich 9,4 
µl des Plasmides COPV L1. Diese wurden mit 30,6 µl Hefe-t-RNA (10 mg/ml) aufgefüllt. Für 
die nachfolgenden Verdünnungsstufen wurden jeweils 5 µl der vorherigen Verdünnungsstufe 
in 45 µl Hefe-t-RNA (10 mg/ml) pipettiert und gut gemischt. Als Nullwert (0 Moleküle) 
wurde reine Hefe-t-RNA (10 mg/ml) eingesetzt. Die Verdünnungsreihen wurden bei –20 °C 
eingefroren. 
2.2.11.2 Herstellung der RNA-Standards 
Für die Herstellung von RNA-Standards wurde die Konzentration der gereinigten 
in vitro synthetisierten RNA über die Messung des OD-Wertes (Abschnitt 2.2.6) berechnet. 
Die Anzahl RNA-Moleküle pro µg RNA wurde für alle Transkripte unter Verwendung der in 






  NA 
--------------------------------------------- = Anzahl transkribierter Moleküle/g RNA 
 Ntrans  x  φ Masse eines rNTPs g/mol  
 
NA = 6,023 x 1023 x mol-1 (Avogadro-Zahl; Zahl der Moleküle in 1 Mol) 
Ntrans =  Anzahl der transkribierten Basen 
rNTP =  Ribonukleotidtriphosphat (1 Mol rNTP = 330 g) 
 
Abb. 2: Formel zur Berechnung der Anzahl der RNA-Moleküle in den hergestellten RNA-
Präparationen (SCHWARZ 2003). 
 
Die Anzahl der transkribierten Basen (Ntrans) errechnet sich aus der Länge des 
Inserts des jeweiligen Plasmides und der Anzahl der nt vom T7-Promotor bis zur BamHI-
Schnittstelle. Letztere betrug 111 nt bei den verwendeten Vektoren pCR-Blunt II TOPO® und 
pCR®2.1-TOPO®.  
Die Berechnung soll am Beispiel der Herstellung einer RNA-Verdünnungsreihe 
für das Zytokin IL-18 erläutert werden. Die Konzentration der RNA-Präparation betrug 
gemäß photometrischer Messung 0,06 µg/µl. Ntrans von IL-18 betrug 693 nt (582 nt Insert + 
111 nt Vektor). Die Anzahl der Moleküle pro g RNA-Präparation betrug gemäß obiger 
Formel 2,63 x 1018 Moleküle. Dies entsprach einem Wert von 2,63 x 1012 Moleküle/µg RNA. 
Die Anzahl der Moleküle pro µl RNA-Präparation berechnete sich wie folgt: Moleküle/µg 
RNA x Konzentration der RNA-Präparation µg/µl = Anzahl der Moleküle/µl. Bei einer 
Konzentration von 0,06 µg/µl enthielt die RNA-Präparation demnach 2,63 x 1012 
Moleküle/µg x 0,06 µg/µl = 0,1578 x 1012 Moleküle/µl. Folglich befanden sich in 6,34 µl der 
RNA-Präparation 1012 Moleküle. Die Einstellung der RNA-Lösung auf 1011 Molekülen/5 µl 
erfolgte durch Mischung von 6,34 µl der RNA-Präparation mit 43,66 µl Hefe-t-RNA (100 
ng/µl). Für die nachfolgenden Verdünnungsstufen wurden jeweils 5 µl der vorherigen 
Verdünnungsstufe in 45 µl Hefe-t-RNA (100 ng/µl) pipettiert. Als Nullwert (0 Moleküle) 
wurde reine Hefe-t-RNA (100 ng/µl) eingesetzt. Die Verdünnungsreihen wurden in 5 µl-
Aliquots bei -80 °C eingefroren. 
2.2.12 Real-time PCR/RT-PCR mit SYBR® Green I 
Ziel der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist es, einen in seiner Sequenz und 




Polymerase) zu vervielfältigen. Üblicherweise wird das PCR-Produkt im Anschluss an die 
PCR im Ethidiumbromid-gefärbten Agarose-Gel sichtbar gemacht. Bei der real-time PCR mit 
SYBR® Green I hingegen ist es möglich, die Zunahme an doppelsträngiger DNA während des 
PCR-Laufs für jede Probe einzeln in Echtzeit am Monitor zu verfolgen. Dahinter steht 
folgendes Prinzip: SYBR® Green I ist ein Farbstoff, der sich an doppelsträngige DNA bindet 
und dabei ein Fluoreszenzsignal aussendet. Er wird zu jedem PCR-Prämix pipettiert. Am 
Ende jedes Zyklus wird von jeder Probe die Stärke des Fluoreszenzsignals gemessen. Auf 
dem Bildschirm werden die gemessenen Fluoreszenz-Daten in Echtzeit als Grafik 
(Fluoreszenzeinheiten gegen Zykluszahl) dargestellt. Je mehr doppelsträngige DNA im 
Verlaufe der PCR synthetisiert wird, desto mehr SYBR® Green I kann gebunden werden und 
desto stärker ist das ausgesendete Fluoreszenzsignal. Dies stellt sich auf dem Bildschirm als 
Kurve dar. Kommt es nicht zur Amplifikation eines PCR-Produktes, kann nur sehr wenig 
SYBR® Green I gebunden werden und das Fluoreszenzsignal bleibt während des PCR-Laufs 
niedrig. Durch Vergleich des ct-Wertes (der Wert, bei dem die Fluoreszenzkurve einen 
bestimmten Schwellenwert überschreitet) einer unbekannten Probe mit denen mehrerer 
Standards kann der Ausgangsgehalt an Teilchen der unbekannten Probe errechnet werden. 
Da SYBR® Green I unspezifisch an jede doppelsträngige DNA bindet, lösen auch 
unspezifische Produkte wie z.B. Primerdimere ein Fluoreszenzsignal aus. Es ist deshalb 
sinnvoll, den Messschritt bei einer Temperatur durchzuführen, die oberhalb der 
Schmelztemperatur der Primerdimere und anderer unspezifischer PCR-Produkte, aber 
unterhalb des Schmelzpunktes des spezifischen PCR-Produktes liegt. Dies hat den Vorteil, 
dass unspezifische Produkte von der Messung nicht erfasst werden. Eine Möglichkeit, einen 
unspezifischen Fluoreszenzanstieg von einem durch ein spezifisches PCR-Produkt 
verursachten zu unterscheiden, bietet die Schmelzpunktanalyse. Hierbei wird die Temperatur 
von einer Ausgangstemperatur von 65 °C alle 5 sec um 0,5 °C bis auf 95 °C erhöht und die 
Fluoreszenz der einzelnen Proben gemessen. Ein PCR-Produkt mit einer bestimmten Größe 
und einem bestimmten GC-Gehalt hat bei definierten Pufferbedingungen seinen 
Schmelzpunkt bei einer spezifischen Temperatur. Stimmt nun der Schmelzpunkt einer Probe 
mit dem der Positivkontrolle überein, so ist diese Probe als positiv zu werten. 
2.2.12.1 Real-time PCRs 





2.2.12.1.1 COPV L1-PCR/ COPV L1 nested-PCR 
Die COPV L1-PCR und die COPV L1 nested-PCR wurden etabliert, um 
COPV/inf bzw. COPV/camb zu quantifizieren (Abschnitt 2.1.4.1), und um die Bioptate der 
Hunde des Hauptversuches (Abschnitt 2.2.1.2.3.2) auf COPV L1-DNA untersuchen zu 
können. Zudem wurde der Einfluss zweier unterschiedlicher PCR-Systeme auf ihre 
Anwendbarkeit und Reproduzierbarkeit untersucht. 
2.2.12.1.1.1 COPV L1-PCR /COPV L1 nested-PCR mit Reagenzien von Peqlab  
Für die COPV L1-PCR wurden 5 µl 10x Reaktionspuffer Y, dNTPs (je 2,5 mM), 
100 pmol der Primer COPV L1 P1 und COPV L1 P2 mit 2,5 Einheiten Taq-DNA-Polymerase 
und 0,5 µl SYBR® Green I (1:1000 in RNase-freiem Wasser verdünnt) gemischt. Zu diesem 
Reaktionsansatz wurden 100 ng Template pipettiert und mit Aqua bidest. zu einem 
Gesamtvolumen von 50 µl aufgefüllt. Folgendes PCR-Protokoll kam zur Anwendung: Nach 
einer initialen Denaturierung der DNA bei 94 °C über 5 min folgten 40 Zyklen mit 94 °C für 
60 sec (Denaturierung), 60 °C für 30 sec (Anlagerung), 72 °C für 30 sec (Elongation) und 80 
°C für 10 sec (Fluoreszenzmessung). Die abschließende Kettenverlängerung erfolgte für 5 
min bei 72 °C. Im Anschluss daran wurde eine Schmelzpunktanalyse durchgeführt. Für die 
nested-PCR wurden 5 µl des PCR-Produktes als Template zusammen mit den Primern COPV 
L1 nested P5 und COPV L1 nested P6 im oben beschriebenen PCR-Ansatz eingesetzt. Das 
PCR-Protokoll entsprach bis auf die Annealingtemperatur (hier 50 °C) dem der COPV L1-
PCR. 
2.2.12.1.1.2 COPV L1-PCR mit Reagenzien von Qiagen 
Für die PCR wurden 25 µl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix mit 100 
pmol der Primer COPV L1 P1 und COPV L1 P2 und RNase-freiem Wasser gemischt, so dass 
nach Zugabe von 100 ng Template-DNA ein Gesamtvolumen von 50 µl je Reaktionsansatz 
erreicht wurde. Das PCR-Protokoll begann mit der Aktivierung der HotStarTaq™ DNA-
Polymerase über 15 min bei 95 °C. Die folgenden 50 Zyklen wurden wie folgt durchgeführt: 
30 sec bei 94 °C (Denaturierung), 30 sec bei 60 °C (Anlagerung), 30 sec bei 72 °C 
(Kettenverlängerung) und eine Fluoreszenzmessung bei 75 °C für 10 sec. An die 
abschließende Kettenverlängerung (5 min bei 72 °C) schloss sich eine Schmelzpunktanalyse 
an. Für die nested-PCR wurden 5 µl des PCR-Produktes als Template zusammen mit den 
Primern COPV L1 nested P5 und COPV L1 nested P6 im oben beschriebenen PCR-Ansatz 
eingesetzt. Das PCR-Protokoll entsprach bis auf die Fluoreszenzmessung (hier 76 °C) dem 




2.2.12.2 Real-time RT-PCRs 
Bei der RT-PCR kann zwischen der one-step RT-PCR und der two-step RT-PCR 
unterschieden werden. Bei der one-step RT-PCR findet sowohl die Reverse Transkription 
(RT) als auch die PCR im selben Reaktionsgefäß statt. Der Prämix enthält sowohl die für die 
RT benötigte Reverse Transkriptase als auch die Taq-DNA-Polymerase für die PCR. Durch 
Zugabe der spezifischen Primer wird bereits bei der RT ausschließlich das gewünschte RNA-
Fragment in komplementäre DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben. Diese 
cDNA wird dann in der nachfolgenden PCR amplifiziert. Der Vorteil der one-step RT-PCR 
liegt darin, dass das Kontaminationsrisiko sehr gering gehalten wird, da das PCR-Tube nach 
der RT nicht geöffnet werden muss. Zudem scheint sie spezifischer und sensitiver zu sein, da 
die Umschreibung der Gesamt-RNA in die cDNA mittels spezifischer Primer erfolgt und die 
gesamte umgeschriebene cDNA verwendet wird. 
Bei der two-step RT-PCR wird die RNA zunächst unspezifisch mit Hilfe von 
Hexameren oder Poly-dT Oligonukleotiden in cDNA umgeschrieben. Ein Teil des 
Reaktionsgemisches (maximal 10% des Endvolumens des PCR-Ansatzes) wird nach erfolgter 
RT als Template in der PCR eingesetzt. Hier wird dann mittels spezifischer Primer das 
gewünschte DNA-Fragment vervielfältigt. Für die relative Quantifizierung von mRNA-
Mengen hat die two-step RT-PCR den Vorteil, dass die gesamte RNA in cDNA umgewandelt 
wird. So kann für die einzelnen PCRs von einer einheitlichen cDNA ausgegangen werden. 
Abweichungen aufgrund von Schwankungen der Aktivität der Reversen Transkriptase werden 
dadurch vermieden. 
2.2.12.2.1 Quantitative two-step real-time RT-PCRs zur Untersuchung von Blutproben 
auf mRNA von ARP-3, IL-18, TNFα und INFγ 
DNase-behandelte RNA (Abschnitt 2.2.5.1) wurde unter Verwendung des 
Omniscript RT-Kits (Qiagen) in cDNA umgeschrieben. Hierzu wurden je Reaktionsansatz 2 
µl 10x RT-Puffer, 2 µl dNTP-Mix (je 5 mM), 200 pmol Hexamere, 0,25 µl RNasin® und 4 
Einheiten Omniscript Reverse Transkriptase in einem Gesamtvolumen von 10 µl gemischt. 
Nach Zugabe der DNase-behandelten RNA (10 µl) erfolgte die RT während einer 
einstündigen Inkubation des Reaktionsansatzes bei 37 °C (Thermocycler PTC-200, MJ 
Research). Die cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt. 
Die sich anschließende real-time PCR wurde auf dem Rotor-Gene (Corbett-
Research) unter Verwendung des QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kits (Qiagen) 




RNase-freiem Wasser und 100 pmol je Primer gemischt. Zu diesem Ansatz wurden 3 µl 
cDNA als Template dazugegeben. 
Nach einer initialen Aktivierung der HotStarTaq™ DNA-Polymerase bei 95 °C 
für 15 min wurden 50 Zyklen (40 Zyklen für IL-18) der in Tab. 3 beschriebenen PCR-
Protokolle durchgeführt. Die finale Kettenverlängerung erfolgte für 5 min bei 72 °C. Im 
Anschluss an die PCR wurde eine Schmelzpunktanalyse durchgeführt. 
 
Tab. 3: PCR-Bedingungen der verschiedenen quantitativen two-step real-time RT-PCRs unter 










ARP-3 APR P1/P2 94 °C /30 sec 56 °C/ 30 sec 72 °C/ 30 sec 78 °C/ 15 sec 
IL-18 Il-18 P3/P4 94 °C/ 30 sec 56 °C/ 30 sec 72 °C/ 30 sec 74 °C/ 15 sec 
TNFα TNFα F2/R2 94 °C/ 30 sec 56 °C/ 30 sec 72 °C/ 30 sec 85 °C/ 15 sec 
INFγ INFγ fwd/rev 94 °C/ 30 sec 56 °C/ 30 sec 72 °C/ 30 sec 78 °C/ 15 sec 
1 siehe Tab. 9 (Anhang B, Abschnitt 9.2). 
 
2.2.12.2.2  One-step real-time RT-PCR 
Alle one-step real-time RT-PCRs wurden auf dem Rotor-Gene RG-2000-32 
(Corbett-Research) durchgeführt. Die verschiedenen one-step real-time RT-PCRs wurden 
verwendet, um die PCR-Produkte zur Herstellung der Plasmide pARP-3, pIL-18 und pTNFα 
zu amplifizieren sowie die Blutproben der Versuchshunde auf Boten-RNA (messenger RNA, 
mRNA) der Zytokine IL-18, TNFα und INFγ sowie auf mRNA des house-keeping Gens 
ARP-3 zu untersuchen. Für alle one-step real-time RT-PCRs wurde der QIAGEN® OneStep 
RT-PCR Kit (Qiagen) eingesetzt. 
Zur Herstellung der Plasmide pARP-3, pIL-18 und pTNFα wurde ein Fragment 
der mRNA der gewünschten Zytokine amplifiziert. Es wurden folgende Primerkombinationen 
verwendet: IL-18 P1 und P2 zur Amplifiktion von IL-18, TNFα F1 und R1 zur 
Vervielfältigung von TNFα sowie BAC-1 und BAC-2 zum Nachweis von ARP-3. Für den 
Prämix wurden je Reaktionsansatz 10 µl Q-Solution, 10 µl 5x Puffer, 2 µl dNTPs, 2 µl 
Enzym-Mix, SYBR® Green I (1:1000 in RNase-freiem Wasser verdünnt), 0,25 µl RNasin® 




Wasser in einem Gesamtvolumen von 40 µl gemischt. Der Prämix wurde auf Eis gekühlt. 10 
µl RNA (nicht DNase-behandelt) wurden für 3 min auf 72 °C erhitzt und dann sofort auf Eis 
gekühlt. Anschließend wurde der Prämix zupipettiert. Die RNA wurde für 30 min bei 50 °C 
in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss erfolgte die Aktivierung der HotStarTaq™ DNA-
Polymerase durch eine 15 minütige Erhitzung auf 95 °C. Anschließend wurden 40 Zyklen wie 
folgt durchgeführt: Auf eine Denaturierung bei 94 °C (60 sec) folgte die Primerbindung bei 
56 °C (60 sec) und eine Kettenverlängerung bei 72 °C (60 sec). Die Fluoreszenzmessung 
wurde für 10 sec bei 80 °C (77 °C bei TNFα) durchgeführt. Nach einer finalen Elongation 
von 6 min bei 72 °C erfolgte die Schmelzpunktanalyse.  
Die Zusammensetzung des Prämix für die quantitativen one-step real-time RT-
PCRs zur Untersuchung der Blutproben auf mRNA von ARP-3, IL-18, TNFα und INFγ 
entsprach der im vorigen Abschnitt beschriebenen mit folgenden Ausnahmen: Die 
Konzentration der Primer betrug je Primer und Reaktionsansatz 30 pmol und das 
Gesamtvolumen des Prämix entsprach 45 µl. Die RNA (je 5 µl, DNase-behandelt) wurde für 
3 min auf 72 °C erhitzt und dann sofort auf Eis gekühlt. Anschließend wurde der Prämix 
dazupipettiert. Die RT und die Aktivierung der HotStarTaq™ DNA-Polymerase erfolgte wie 
zuvor beschrieben. Es wurden jeweils 40 Zyklen (50 Zyklen bei der Untersuchung auf INFγ-
mRNA) der in Tab. 4 beschriebenen PCR-Protokolle durchgeführt. 
Mit Hilfe der mitgeführten Verdünnungsreihe wurde nach jeder RT-PCR die 
Molekülzahl in den analysierten Proben errechnet. Um diese zu normalisieren, wurde die 
errechnete Anzahl an mRNA-Molekülen eines bestimmten Zytokins in einer bestimmten 
Probe (z.B. von Hund 2, Zeitpunkt Tag 0, IL-18) durch den Wert des entsprechenden house-
keeping Gens (Hund 2, Zeitpunkt Tag 0, ARP-3) geteilt. Diese normalisierten Werte wurden 





Tab. 4: PCR-Bedingungen der verschiedenen quantitativen one-step real-time RT-PCRs unter 










ARP-3 APR P1/P2 94 °C/ 60 sec 56 °C/ 30 sec 72 °C/ 60 sec 78 °C/ 10 sec 
IL-18 IL-18 P3/P4 94 °C/ 60 sec 58 °C/ 60 sec 72 °C/ 60 sec 76 °C/ 10 sec 
TNFα TNFα F2/R2 94 °C/ 60 sec 56 °C/ 45 sec 72 °C/ 15 sec 82 °C/ 10 sec 
INFγ INFγ fwd/rev 94 °C/ 60 sec 60 °C/ 30 sec 72 °C/ 20 sec 79 °C/ 10 sec 
1 siehe Tab. 9 (Anhang B, Abschnitt 9.2). 
 
2.2.13 Zellkulturmethoden 
Die Kultivierung der Sf9-Zellen erfolgte, soweit nicht anders vermerkt, bei 27 °C 
in Luftatmosphäre. Das TNM FH-Insect medium (pH 6,2) (Sigma-Aldrich) enthielt, soweit 
nicht anders beschrieben, 10% fötales Kälberserum (FKS) und 1% Penicillin-Streptomycin. 
2.2.13.1 Erhaltung und Vermehrung von Sf9-Zellen 
Die Sf9-Zellen wurden in sterilen Gewebekulturflaschen (250 ml) mit 20 ml 
TNM FH-Insect Medium kultiviert. Sobald die Sf9-Zellen ca. 70% der Bodenfläche der 
Gewebekulturflasche bedeckten (nach ca. 2 Tagen), wurden die Zellen umgesetzt. Hierfür 
wurden die Sf9-Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden gelöst, die Hälfte des 
Mediums mit den schwimmenden Zellen (10 ml) abpipettiert und in eine neue 
Gewebekulturflasche (250 ml) überführt. Um ein Endvolumen von 20 ml Medium je Flasche 
zu erreichen, wurden jeder Flasche 10 ml TNM FH-Insect medium dazugegeben. 
2.2.13.2 Ermittlung der Zellkonzentration 
Zur Ermittlung der Zellkonzentration wurden die Sf9-Zellen durch leichtes 
Klopfen vom Boden der Gewebekulturflasche gelöst. Ein Tropfen der Zellsuspension wurde 
zwischen Deckglas und Neubauer-Zählkammer getropft. Die Zellen von 3x 16 kleinen 
Quadraten (je 0,00625 mm3) wurden ausgezählt und ihr Mittelwert (MW) gebildet. 16 kleine 
Quadrate bilden ein großes Quadrat mit einem Flüssigkeitsvolumen von 0,1 mm3 (= 0,1 µl) 




Zellkonzentration wie folgt: MW x 104. Wird zum Beispiel 70 Zellen als MW errechnet, so 
beträgt die Konzentration der Zellen in der Ausgangssuspension 70 x 104 = 7 x 105 Zellen/ml. 
2.2.14 Herstellung von Saatvirus 
2.2.14.1 Infektion der Sf9 Zellen und Virusernte 
200 µl des rekombinanten Baculovirus COPV L1-Baculo/Bayer (Abschnitt 
2.1.4.2) wurden mit 5 ml TNM FH-Insect medium (ohne FKS und Penicillin-Streptomycin) 
gemischt. Das Medium aus einer Gewebekulturflasche (250 ml), deren Boden zu ca. 70% mit 
Sf9-Zellen bedeckt war, wurde vollständig abgezogen, ohne den Zellrasen zu beschädigen. Im 
Anschluss wurde das Virus-Medium-Gemisch vorsichtig in die Gewebekulturflasche (250 ml) 
pipettiert und für 1 h bei 27 °C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Im Anschluss 
erfolgte die Zugabe von TNM FH-Insect medium mit 10% FKS und 1% Penicillin-
Streptomycin, so dass das Endvolumen der Gewebekulturflasche 20 ml betrug. Die infizierten 
Zellen wurden für 7 Tage inkubiert. Nach 7 Tagen erfolgte die Virusernte. Hierfür wurden die 
am Boden der Flasche haftenden Zellen durch leichtes Klopfen gelöst und der Inhalt einer 
Gewebekulturflasche in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Zentrifugation für 5 
min bei 4 °C und 1.500 rpm (Megafuge 1.0 R, Heraeus) wurde der Überstand mit den 
rekombinanten Baculoviren COPV L1-Baculo/Saat abgenommen und bei 4 °C aufbewahrt. 
Das Zellpellet wurde verworfen. 
2.2.14.2 Bestimmung der Viruskonzentration des Saatvirus 
Um die Viruskonzentration im Saatvirus (COPV L1-Baculo/Saat) zu bestimmen, 
wurde eine Virustitration durchgeführt. Hierfür wurden Sf9-Zellen im TNM FH-Insect 
medium (pH 6,2) auf eine Zellzahl von 2x 105 Zellen/ml verdünnt. Von dieser Suspension 
wurden 50 µl je Kavität in eine 96 Lochplatte pipettiert. Die Virusverdünnungsreihe wurde 
wie folgt hergestellt: 990 µl TNM FH-Insect medium wurde mit 10 µl des Virusüberstandes 
in einem Eppendorf-Tube gemischt. In weitere 8 Eppendorf-Tubes wurden jeweils 900 µl 
TNM FH-Insect medium vorgelegt und mit jeweils 100 µl der vorherigen Verdünnungsstufe 
gemischt, so dass eine 1:10 Verdünnungsreihe beginnend mit der Verdünnungsstufe 10-2 bis 
zur Verdünnungsstufe 10-10 entstand. Die Verdünnungsstufe 10-2 wurde verworfen. Die ersten 
10 Kavitäten der erste Reihe einer 96 Lochplatte wurden mit je 50 µl der Verdünnungsstufe 
10-3 befüllt. In die ersten 10 Kavitäten der zweiten Reihe wurde die Verdünnungsstufe 10-4 
pipettiert und so weiter. Die ersten 10 Kavitäten der untersten (achten) Reihe der Lochplatte 




mit je 50 µl TNM FH-Insect medium befüllt, sie dienten als Negativkontrolle. Die Lochplatte 
wurde mit Parafilm verschlossen und für 6 Tage bei 27 °C inkubiert. 
Nach 6 Tagen wurde ein Indirekter Immunfluoreszenztest (IIFT) durchgeführt. 
Hierfür wurde der Überstand aus jeder Kavität (ca. 100 µl) vorsichtig abgezogen und 
verworfen. Die Zellen wurden mit eiskaltem Aceton/Methanol 1:1-Gemisch (100 µl/Kavität) 
für 1 h bei 4 °C fixiert und im Anschluss daran bei Raumtemperatur getrocknet. Nun folgte 
die Zugabe des mAk CAMVIR-1 (1:200 verdünnt in PBS; 50 µl/Kavität). Nach einer 
Inkubation von 1 h bei 37 °C wurden die Zellen 3x für 2 min in PBS gewaschen. Im 
Anschluss wurde der FITC-markierte Anti-Maus-Ak (1:400 in PBS verdünnt; 50 µl/Kavität) 
dazupipettiert. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C wurden die Zellen 2x mit PBS und 1x 
mit Aqua bidest. gewaschen. Nach einer kurzen Trocknungszeit erfolgte die Beurteilung im 
Fluoreszenzmikroskop. Es wurden diejenigen Kavitäten als positiv bewertet, bei denen sich 
COPV L1-Protein mittels grüner Fluoreszenz nachweisen ließ. Der GKID50–Wert des 
Saatvirus wurde nach der Formel von Spearman und Kärber berechnet (KÄRBER 1931; 
SPEARMAN 1908). 
2.2.15 Herstellung und Aufreinigung des COPV L1-Proteins  
2.2.15.1 Infektion der Sf9-Zellen 
Für die Proteingewinnung wurden Sf9-Zellen in Gewebekulturflaschen (250 ml) 
kultiviert, bis sie ca. 70% der Bodenfläche bedeckten. Dann erfolgte die Infektion der Zellen 
mit jeweils 1 ml Saatvirus pro Gewebekulturflasche (GKID50 = 2x 107/ml) oder 8 ml 
Virusüberstand pro Gewebekulturflasche (nicht titriert, Abschnitt 2.2.15.2) wie oben 
beschrieben (Abschnitt 2.2.14.1). 
2.2.15.2 Ernte und Aufreinigung des COPV L1 Proteins 
Die Ernte des in den Sf9-Zellen exprimierten Proteins erfolgte nach 5 Tagen. 
Hierfür wurden die Sf9-Zellen durch leichtes Klopfen vom Boden der Kulturflasche gelöst 
und der gesamte Inhalt von 2 Gewebekulturflaschen in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. 
Ein Aliquot von 10-20 µl wurde für die Untersuchung im IIFT oder Western blot (Abschnitt 
2.2.16) entnommen, der Rest bei 4 °C für 10 min bei 1.500 rpm (Megafuge 1.0 R) 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und bis zur Infektion weiterer Sf9-Zellen bei 4 
°C gelagert. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS gelöst und in ein Eppendorf-Tube überführt. 
Nach einer Zentrifugation für 10 min bei 2.000 rpm (Megafuge 1.0 R) wurde der Überstand 




Zur Aufreinigung des Proteins wurden die Zellpellets von 10-20 großen 
Gewebekulturflaschen mit infizierten Sf9-Zellen auf Eis aufgetaut und in 15 ml 
Extraktionspuffer gelöst. Nach Zugabe von 200 µl Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF, 100 
mM) erfolgte der Aufschluss der Zellen, indem die Zellsuspension 2x mit je 10.000 psi durch 
die French press Emulsiflex C-5 (Avestin) gegeben wurde. Nach einer zehnminütigen 
Zentrifugation bei 4 °C mit 10.000 rpm (Rotor: JA-25.50, AvantiTM J-25 I Centrifuge) wurde 
der Überstand in ein Zentrifugenröhrchen transferiert und mit 7 ml Saccharose 40% sowie 8 
ml CsCl-Lösung (Anhang A) unterschichtet. Das Zentrifugenröhrchen wurde mit 
Extraktionspuffer aufgefüllt und für 2 h bei 10 °C und 28.000 rpm zentrifugiert (Rotor: SW 
28, OptimaTM L-70 K Ultracentrifuge). Das Zentrifugenröhrchen wurde am Boden mit einer 
Nadel angestochen. Ca. 8 ml Flüssigkeit wurden ausgetropft, aufgefangen und mit 1,5 ml 
CsCl und 1,5 ml Extraktionspuffer gemischt. Die Suspension wurde auf 2 
Zentrifugenröhrchen verteilt und für 16 h bei 20 °C und 50.000 rpm zentrifugiert (Rotor: SW 
55TI, OptimaTM L-70 K Ultracentrifuge). Nach der Zentrifugation wurde der Inhalt der 
Röhrchens in 10 Fraktionen (jeweils ca. 500 µl) ausgetropft und im ELISA getestet (Abschnitt 
2.2.15.3). 
2.2.15.3 Testung der verschiedenen Fraktionen mittels Antigen-ELISA auf COPV 
L1-Protein  
Von jeder Fraktion wurden als Doppelansatz jeweils 5 µl mit 45 µl 
Bicarbonatpuffer gemischt und in die Kavitäten einer ELISA-Platte (Nunc) pipettiert. Nach 
einer Inkubation für 1 h bei 37 °C wurde der Puffer entfernt und die Platte mit 200 µl 
Milchpulver (5% in PBS-Tween [PBST]) geblockt. Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h bei 
37 °C wurde die Platte 3x mit 100 µl PBST/Kavität gewaschen. Im Anschluss erfolgte die 
Zugabe des mAk CAMVIR 1 (1:1000 verdünnt in PBST, 100 µ/Kavität) und eine Inkubation 
für 1,5 h bei 37 °C. Nach 3 Waschschritten mit PBST (100 µl/Kavität) erfolgte die Zugabe 
von Peroxidase-konjugiertem Anti-Maus-Ak (1:1000 in PBST verdünnt). Nach einer 
Inkubationszeit von 1,5 h bei 37 °C wurde die Platte 2x mit PBST und 2x mit PBS 
gewaschen. Dann wurde das Substrat (100 µl/Kavität) zugegeben. Die Reaktion wurde mit 
H2SO4 (4 M) abgestoppt und die OD der einzelnen Fraktionen im ELISA-Reader bei einer 
Wellenlänge von 450/650 nm bestimmt. Fraktionen mit einem hohen OD-Wert wurden 




2.2.16 Nachweis von Proteinen 
Mittels Western blot und IIFT wurde der mAk CAMVIR-1 getestet und in 
infizierten Sf9-Zellen exprimiertes COPV L1-Protein nachgewiesen. Zudem wurden die 
COPV L1-Proteinfraktionen elektronenmikroskopisch untersucht (Abschnitt 2.2.3). 
2.2.16.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Western blot 
Im Polyacrylamid-Gel können Proteine der Größe nach aufgetrennt und im 
Anschluss daran im Western blot sichtbar gemacht werden. Das Polyacrylamid-Gel besteht 
aus einem oberen Sammelgel, auf welches die Proben aufgetragen werden, und einem 
darunterliegenden Trenngel, welches die Proteine der Größe nach auftrennt. Zum Nachweis 
von COPV L1-Protein wurde ein 12,5%iges Trenngel (Zusammensetzung siehe Anhang A) 
gemischt und in die vorbereitete Gelkammer (Bio-Rad) gegossen. Das Gel wurde mit Aqua 
bidest. überschichtet und bei Raumtemperatur polymerisiert. Nach 30 min wurde das Aqua 
bidest. abgeschüttet und das Sammelgel (Zusammensetzung siehe Anhang A) auf das 
Trenngel pipettiert. Der Kamm wurde zwischen die Glasscheiben der Kammer in das noch 
flüssige Sammelgel eingeschoben. Nach ca. 10 min wurde das Gel in die Elektrophorese-
Apparatur gestellt und diese mit Laufpuffer gefüllt. Der Kamm wurde vorsichtig gezogen und 
die Slots mit dem Laufpuffer gespült. Die Proben (20 µl infizierte Zellen bzw. 10 µl einer 
Mischung aus Zellpellet und 600 µl Lämmli-Puffer) wurden in 10 µl Lämmli-Puffer 
aufgenommen, 5 min gekocht und anschließend für 2 min bei 15.000 rpm (Biofuge 15 R) 
zentrifugiert. Der Überstand wurde auf das Gel aufgetragen. Zur Größenbestimmung der 
Proteine wurde ein Slot mit 10 µl biotinyliertem Molekulargewichtsmarker (Abschnitt 
2.1.13.3) befüllt. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V für 1,5 h. 
Beim Western blot wurden die Proteine nach der SDS-PAGE durch ein "semi 
dry"-Verfahren (KYHSE-ANDERSEN 1984) auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen 
und anschließend durch eine immunologischen Reaktion nachgewiesen. Hierzu wurden 6 
Filterpapiere in Anodenpuffer I und 3 Filterpapiere in Anodenpuffer II getränkt und diese auf 
den Boden der Blotting-Kammer gelegt. Als nächstes wurde die in Aqua bidest. äquilibrierte 
Nitrozellulose-Membran auf die Filterpapiere plaziert und dann das Gel, welches zuvor im 
Anodenpuffer II gespült worden war, luftblasenfrei aufgelegt. Das Gel wurde mit 9 im 
Kathodenpuffer getränkten Filterpapieren bedeckt und die Blotting-Kammer geschlossen. Das 
Blotting erfolgte während 90 min bei 50 mA. Im Anschluss wurde die Nitrozellulose-
Membran in 10 ml PBST gewaschen und für 1 h in 10 ml PBST mit 10% Milchpulver 




des COPV-spezifischen mAk CAMVIR-1 enthielt, für 1 h bei Raumtemperatur geschwenkt. 
Nach dreimaligem Waschen in PBST erfolgte die Zugabe von biotinyliertem Anti-Maus Ak 
(1:1000 in PBST verdünnt). Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei Raumtemperatur unter 
ständigem Schwenken wurde die Nitrozellulose-Membran erneut 3x mit PBST gewaschen. 
Nun wurde das Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (1:2000 verdünnt in PBST) zugegeben und 
die Membran für 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Im Anschluss wurde sie 2x mit 
PBST und 1x mit PBS gewaschen. Dann erfolgte die Zugabe des Substrates 
(Zusammensetzung siehe Anhang A). Die Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen mit 
Aqua bidest. abgestoppt. Die Proteinbanden färbten sich violett bis schwarz.  
2.2.16.2 IIFT auf Objektträgern 
Jeweils 10 µl der infizierten bzw. der nicht-infizierten Sf9-Zellen wurden auf 
einen Objektträger pipettiert und vorsichtig auf einer Fläche von ca. 0,5 cm2 verstrichen. 
Nachdem die Zellen auf dem Objektträger angetrocknet waren, erfolgte ihre Fixation durch 
ein 30 minütiges Tauchbad in eiskaltem Aceton-Methanol (1:1)-Gemisch. Nach einer kurzen 
Trocknungsphase bei Raumtemperatur wurde der Objektträger in eine "feuchte Kammer" 
plaziert und die beiden Zellbereiche mit 50 µl des mAk CAMVIR-1 (1:200 verdünnt in PBS) 
überschichtet. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37 °C wurden die Objektträger 3x für 
jeweils 2 min in PBS gewaschen und anschließend kurz an der Luft getrocknet. Nun wurden 
100 µl PBS mit 1 µl FITC-konjugiertem Anti-Maus-Ak gemischt und davon jeweils 50 µl auf 
jeden Zellbereich geträufelt. Nach einer Inkubation von 45 min bei 37 °C wurde der 
Objektträger gewaschen (2x in PBS, 1x in Aqua bidest.) und im Dunkeln bei Raumtemperatur 
getrocknet. Anschließen wurde 1 kleiner Tropfen Ready-to-use-DAKO® "Fluorescent 
mounting medium" auf jeden Zellbereich pipettiert und jeweils ein Deckgläschen aufgelegt. 
Die Präparate wurden im Fluoreszenzmikroskop beurteilt.  
2.2.17 Antigen-Capture ELISA 
Zum Nachweis von Antikörpern im Hundeserum, die gegen das 
Hauptstrukturprotein L1 von COPV gerichtet waren, wurde ein Antigen-Capture ELISA nach 
folgendem Protokoll durchgeführt: Die ELISA-Platten wurden mit biotinyliertem anti-Maus-
Ak (1:1000 in Bicarbonatpuffer verdünnt; 100 µl/Kavität) beschichtet und über Nacht bei 4 
°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Platte mit PBST (100 µl/Kavität) erfolgte die 
Zugabe des mAk CAMVIR-1 (1:1000 in PBST verdünnt, 100 µl/Kavität). Nach einer 
einstündigen Inkubation bei 37 °C und dreimaligem Waschen der Platte mit PBST (100 




(1:50 verdünnt in PBST, 100 µl/Kavität) als Antigen dazupipettiert und für 1 h bei 37 °C 
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Platte mit PBST (100 µl/Kavität) erfolgte die 
Zugabe des Hundeserums (1:100 in PBST verdünnt; 100 µl/Kavität). Im Anschluss an eine 
zweistündige Inkubation bei 37 °C und drei Waschschritten der Platte mit PBST (100 
µl/Kavität) wurde ein Peroxidase-konjugierter Anti-Hund Ak (1:1000 verdünnt in PBST; 100 
µl/Kavität) dazupipettiert. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C wurde die Platte 2x mit 
PBST und 1x mit PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe des Substrates (100 µl/Kavität) 
(Zusammensetzung siehe Anhang A). Nach ca. 10 min wurde die Reaktion mit 4 M H2SO4 
(50 µl/Kavität) abgestoppt. Die OD der einzelnen Kavitäten wurde bei 450/650 nm im 
ELISA-Reader bestimmt. Jedes Serum wurde im Doppelansatz getestet. Aus den gemessenen 
OD-Werten wurde der MW berechnet. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde der MW der 
Positivkontrolle gleich 1 gesetzt und die OD-Werte der Hunde in Bezug auf die 
Positivkontrolle genormt. Zum Beispiel betrug der MW des Serums von Hund 1 am Tag 0 
0,2935, der der Positivkontrolle 1,0335. Wenn der mittlere OD-Wert der Positivkontrolle 
gleich 1 gesetzt wird, errechnet sich für den mittleren Wert der Probe der normalisierte OD-
Wert (ODN) 0,284 (Anhang B, Abschnitt 9.6). 
2.2.18 Statistische Auswertung der Ergebnisse der COPV L1-PCR 
Um das Ergebnis der Untersuchung der Bioptate auf Signifikanz (p < 0,05) zu 





3.1 Entwicklung einer quantitativen real-time PCR und real-time nested-PCR 
zum Nachweis von COPV-DNA  
Zur Quantifizierung des DNA-Gehaltes von COPV/camb und COPV/inf sowie 
zur Untersuchung der Bioptate der Maulschleimhaut wurde eine quantitative real-time PCR 
und real-time nested-PCR entwickelt. Mit Hilfe der Primer COPV L1 P1 und COPV L1 P2 
(NICHOLLS et al. 1999) wurde ein 359 bp großes Fragment des COPV L1-Gens amplifiziert 
(nt 7397 bis nt 7755; Numerierung nach DELIUS et al. 1994; GAN NC_001619). Zusätzlich 
beinhaltete das PCR-Produkt (381 bp) an beiden Enden noch jeweils 11 bp, die von den 
Primern stammten und Schnittstellen für Restriktionsenzyme beinhalteten. Um die Sensitivität 
der PCR zu steigern, wurde eine nested-PCR entwickelt. Die Primer COPV L1 P5 und COPV 




3.1.1 Herstellung des Plasmides pCOPV L1 
Als Positivkontrolle für die Etablierung der PCR und der nested-PCR wurde das 
Plasmid pCOPV L1 hergestellt. Hierfür sollte unter Verwendung der isolierten COPV/camb-
DNA mittels PCR mit den Primern COPV L1 P1 und COPV L1 P2 ein 381 bp großes 
Fragment gewonnen werden, das 359 bp des COPV L1-Gens enthielt. Nach Klonierung in 
den Vektor pCR® 2.1 TOPO® (Invitrogen) und anschließender Sequenzierung zeigte sich, 
dass das einklonierte Fragment eine Länge von 365 bp besaß, von denen 354 bp von der 
COPV L1-Sequenz stammten. Die Sequenz des klonierten Fragmentes wies eine 100%ige 
Übereinstimmung mit der entsprechenden COPV L1-Sequenz (GAN NC_001619) auf. Trotz 















COPV L1 P2) konnte das pCOPV L1-Insert in den nachfolgenden Untersuchungen ohne 
Schwierigkeiten amplifiziert werden. 
 
    A  pCOPV L1:   5´-catccgaattcAT—-CCACCAATAGAACTGA…-3´ 
                      |||||||||||||  |||||||||||||||| 
       COPV L1 P1: 3´-catccgaattcATGTCCACCAATAGAACTGA-5´ 
 
    B  pCOPV L1:   5´-…TCTGGTTTCTAGTGAGG-3´ 
                       ||||||||||||||||| 
       COPV L1 P2:  3´-TCTGGTTTCTAGTGAGGGACggatccagttg-5´ 
Abb. 4: Sequenz-Vergleiche des 5’- (A) und des 3’-Endes (B) des Inserts von Plasmid 
pCOPV L1 mit den Primersequenzen COPV L1 P1 und COPV L1 P2. Nukleotide, die laut 
Primersequenz vorhanden sein sollten, aber im Insert des Plasmids pCOPV nicht vorkamen, 
sind unterstrichen. Nukleotide, die keine COPV-Sequenz darstellen, sind mit Kleinbuchstaben 
gekennzeichnet. 
 
3.1.2 Sensitivitätsbestimmung der real-time COPV L1-PCR und nested-PCR 
unter Verwendung der SAWADY Taq-Polymerase (Peqlab) 
Zur Ermittlung der Sensitivität der real-time PCR bzw. der nested-PCR wurde 
eine Verdünnungsreihe des Plasmids pCOPV L1 in Hefe-t-RNA-Lösung (100 ng/µl) 
hergestellt (Abschnitt 2.2.11.1). In der PCR wurden 109, 107, 105, 104, 103, 102, 101, 100, 10-1 
und 0 Moleküle pCOPV L1 pro Reaktionsansatz eingesetzt. Aliquots von 5 µl aus der ersten 
PCR, bei denen 103, 102, 101, 100, 10-1 bzw. 0 Moleküle pCOPV L1 verwendet worden waren, 
wurden in einer nested-PCR analysiert. Für die COPV L1-PCR wie auch für die COPV L1 





3.1.2.1 Sensitivitätsbestimmung der real-time COPV L1-PCR 
 
 
Wie Abb. 5 zeigt, stieg in der real-time COPV L1-PCR die Fluoreszenz bei allen 
eingesetzten Verdünnungsstufen nach spätestens 25 Zyklen an. Während der Anstieg der 
Verdünnungsstufen 109, 107, 105 und 104 ungefähr in Zyklus 3, 10, 17 und 19 begann, wiesen 
die Verdünnungsstufen 103 bis 0 fast zeitgleich einen Fluoreszenzanstieg im 24. und 25. 
Zyklus auf. In der Schmelzpunktanalyse zeigten die Verdünnungsstufen mit 109, 107, 105, 104 
und 103 Molekülen pro Reaktionsansatz einen hohen Peak bei einer Temperatur von 83,5 ± 
0,1 °C. Nach der Agarose-Gelelektrophorese war bei diesen Proben eine deutliche Bande der 
erwarteten Größe sichtbar. Die Verdünnungsstufen 102 bis 0 Moleküle pro Ansatz verhielten 
sich in der Schmelzpunktanalyse anders. Zusätzlich zu einem Peak bei einer 
Schmelztemperatur von 80,2 ± 0,1 °C zeigten diese Verdünnungsstufen einen zweiten Peak 
bei 83,1± 0,1 °C (Verdünnungsstufen 101 und 10-1 und 0 Moleküle) bzw. bei 83,8 °C 
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 M   109   107  105  104  103  102  101  100 10-1   0    M 
Abb. 5: Bestimmung der Sensitivität der COPV L1-PCR unter Verwendung der 
SAWADY Taq-Polymerase (Peqlab). A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 
C: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; 109 bis 0: Anzahl der eingesetzten 




(Verdünnungsstufen 102 und 100 Moleküle). Im Agarose-Gel konnte bei diesen Proben keine 
Bande nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze der real-time COPV L1-PCR unter 
Verwendung der SAWADY Taq-Polymerase (Peqlab) lag demnach bei 103 Molekülen. 
Anhand der ct-Werte der eingesetzten Verdünnungsstufen wurde eine 
Standardkurve erstellt (Abb. 6). Es wurden ausschließlich die Verdünnungsstufen in die 
Berechnung einbezogen, die einen einzelnen Peak bei 83,5 ± 0,1 °C in der 
Schmelzpunktanalyse gezeigt hatten (Verdünnungsstufen 103 und höher). Anhand dieser 
Standardkurve konnte die Effizienz (optimaler Wert: 1), und der R-Wert (optimaler Wert: 1), 
ermittelt werden. Die berechnete Effizienz betrug hier 1,01 und der R-Wert war > 0,99. Die 
einzelnen Verdünnungsstufen der Plasmid-Verdünnungsreihe wiesen mit Werten zwischen 
5,88% (103 Moleküle) und 13,60% (107 Moleküle) nur geringe prozentuale Abweichungen 
hinsichtlich angegebener und errechneter Molekülmengen auf. Diese Werte belegen, dass der 




3.1.2.2 Sensitivitätsbestimmung der COPV L1 nested-PCR 
Wie Abb. 7 zeigt, wiesen die Verdünnungsstufen 103, 102, 101 und 100 im 
Gegensatz zu der Verdünnungsstufe 10-1 und den Negativkontrollen (100ng/µl Hefe-t-RNA 
und Aqua bidest.) in der nested-PCR eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz auf. In der 
Schmelzpunktanalyse war bei diesen Verdünnungsstufen ein deutlicher Peak bei einer 
Temperatur von 82,2 ± 0,1 °C sichtbar, der sich im Agarose-Gel als die erwartete Bande bei 
226 bp darstellte. Die zusätzlichen Banden bei 103 Moleküle stammen wahrscheinlich von 
Abb. 6: Standardkurve der COPV L1-PCR aus Abb. 5. R, R2: Reaktionskoeffizienten; 




Interaktionen mit Produkten der ersten PCR, die schon positiv reagierte (siehe oben). Bei den 
Negativkontrollen und der Verdünnungsstufe 10-1 konnte kein spezifischer Schmelzpunkt und 
im Agarose-Gel keine Bande der erwarteten Größe festgestellt werden. Mit der COPV L1 





3.2 Charakterisierung von COPV/camb 
Das Virus COPV/camb wurde elektronenmikroskopisch untersucht, ein Bereich 
seines COPV L1-Gens sequenziert und der DNA-Gehalt mittels real-time COPV L1-PCR 
quantifiziert.  
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Abb. 7: Bestimmung der Sensitivität der COPV L1 nested-PCR unter Verwendung der 
SAWADY Taq-Polymerase (Peqlab). A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 
C: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; 103 bis 0: Anzahl der eingesetzten 
pCOPV L1-Moleküle pro Reaktionsansatz in der COPV L1-PCR (Abschnitt 3.1.2.1); W: 






3.2.1 Morphologische Beurteilung mittels Elektronemikroskopie 
Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung des negativ kontrastierten 
Präparates waren zahlreiche ikosaedrische, unbehüllte Strukturen erkennbar, die in 




3.2.2 Sequenzierung des Klons pCOPV L1 
Unter Verwendung der Primer COPV L1 P1 und P2 wurde ein Fragment des 
COPV L1-Gens amplifiziert, in den Vektor pCR® 2.1 TOPO® (Invitrogen) kloniert und 
sequenziert. Wie in Abschnitt 3.1.1 ausgeführt, wies die erhaltene Sequenz eine 100%ige 
Homologie zu der verwendeten Referenzsequenz (GAN NC_001619) auf. 
3.2.3 Ermittlung der Konzentration von COPV/camb 
Aus 5 µl Virussuspension wurde die DNA isoliert (Abschnitt 2.2.5.3). Hiervon 
wurden 4 µl als Template in der real-time COPV L1-PCR eingesetzt. Abb. 9 zeigt die 
Fluoreszenzkurve der real-time COPV L1-PCR mit der Probe COPV/camb. Als 
Positivkontrollen und zur Quantifizierung wurden 107, 105 und 103 Moleküle pCOPV L1 
verwendet. Die Fluoreszenzzunahme der Probe COPV/camb lag im Bereich der 
Verdünnungsstufe 107. 
Die Quantifizierung ergab eine eingesetzte Kopienzahl von 1,31 x 107 
Genomkopien pro 4 µl Template. Da die eingesetzten 5 µl der Virussuspension nach der 
DNA-Isolierung in 150 µl verdünnt worden waren, betrug die Summe der Genomäquivalente 
in der Virussuspension 4,91 x 108. Die Virussuspension enthielt folglich ca. 1 x 108 
Genomäquivalente pro µl. 
Abb. 8: Elektronenmikroskopische 
Aufnahme der COPV/camb-Partikel (ca. 
55 nm Durchmesser) nach Negativ-





3.3 Vorversuch: Gewinnung von Virusmaterial  
Der Vorversuch diente zum einen zur Etablierung des Tiermodells, zum anderen 
sollte COPV/camb im Tier vermehrt werden, um ausreichend Virusmaterial für die Infektion 
der Hunde im Hauptversuch zu gewinnen. Drei Labrador-Retriever im Alter von 16 Wochen 
wurden an mehreren Stellen der Maulschleimhaut mit je 10 µl COPV/camb (entsprach ca. 109 
Genomäquivalenten COPV/camb) infiziert (Abschnitt 3.2.3). Bei allen Hunden entwickelten 
sich Papillome (persönliche Mitteilung Maren März, Leipzig, 2001), so dass die Methode der 
Infektion sowie die inokulierte Virusmenge für den Hauptversuch als geeignet angesehen 
wurden. Die Papillome wurden 68 Tage p. i. geerntet; die Gesamtmenge des gewonnenen 
Papillommaterials betrug 0,435 g (persönliche Mitteilung Reimar Johne, Leipzig, 2001). 
3.4 Reinigung von COPV/inf und Charakterisierung der Virussuspension 
Die COPV-Partikel wurden aus dem im Vorversuch gewonnenen 
Papillommaterial mittels Ultrazentrifugation im CsCl-Dichtegradienten aufgereinigt 
(Abschnitt 2.2.2). Nach der zweiten Ultrazentrifugation war eine einzelne Bande deutlich 
sichtbar (Abb. 10). Es wurden ca. 600 µl gereinigte Virussuspension (COPV/inf) gewonnen. 
 
Abb. 9: Real-time PCR-Lauf der Probe COPV/camb und von Verdünnungen von pCOPV 
L1. 107, 105 und 103: Anzahl der eingesetzten pCOPV L1-Moleküle pro Reaktionsansatz; 
W: Wasserkontrolle. 








Ein Aliquot des aufgereinigten COPV/inf wurde nach Negativ-Kontrastierung 
elektronenmikroskopisch untersucht. Es waren mehrere Anhäufungen von ikosaedrischen, 
unbehüllten Partikeln sichtbar, die einen Durchmesser von ca. 55 nm aufwiesen. Ihr Aussehen 
entsprach dem von COPV.  
Aus der DNA von COPV/inf wurde mit Hilfe der Primer COPV L1 P1 und P2 ein 
Fragment des COPV L1-Gens amplifiziert, kloniert und sequenziert. Das Insert wies eine 
Grösse von 359 bp auf, seine Sequenz war zu 100% mit der Referenzsequenz (GAN 
NC_001619) und damit auch mit pCOPV L1 (Primersequenzen nicht mitbetrachtet) identisch. 
Um die Menge der Genomkopien in der COPV/inf-Präparation zu bestimmen, 
wurde wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben verfahren. Die Fluoreszenzzunahme der Probe trat 
etwa zeitgleich mit der Verdünnungsstufe auf, die 107 Plasmidkopien enthielt.  Die 
Quantifizierung ergab eine Teilchenmenge von ca. 1,38 x 107 Genomäquivalenten bei 4 µl 
eingesetzter DNA Dies entsprach einer Anzahl von ca. 5,2 x 108 Genomkopien in 150 µl 
isolierter DNA. Die Virussuspension enthielt somit ca. 1 x 108 Genomäquivalente COPV/inf 
pro µl. 
3.5 Hauptversuch: Infektion der Hunde und klinischer Verlauf der COPV-
Infektion 
13 Labrador-Retriever (Hund 1-13) im Alter von ca. 15 Wochen wurden an 
jeweils 3 Stellen der linken Maulschleimhaut mit je 10 µl COPV/inf (entsprach ca. 109 
Genomkopien) infiziert (Abschnitt 2.2.1.2.1). Zwölf der 13 Hunde entwickelten innerhalb der 
ersten 6 Wochen p.i. ein oder mehrere Papillome (Abb. 11). Lediglich Hund 11 zeigte in 
diesem Zeitraum keine Papillome und wurde deshalb aus dem Versuch genommen. 
Die Papillome entwickelten sich hinsichtlich ihrer Anzahl und Größe bei den 
einzelnen Hunden sehr unterschiedlich. Auch ihre Regression erfolgte zu verschiedenen 
Zeitpunkten (persönliche Mitteilung Maren März, Leipzig, 2003). Bei der Bioptat-Entnahme 
Abb. 10: CsCl-Dichtegradient nach der 
zweiten Ultrazentrifugation von COPV/inf. 





am 147. Tag p.i. war die Regression der Papillome bei allen Hunden mit Ausnahme von Hund 
2 und 5 vollständig abgeschlossen. Bei diesen beiden Tieren waren noch Verhärtungen im 
Bereich des ehemaligen Papilloms fühlbar (persönliche Mitteilung Maren März, Leipzig, 
2002). Diese wurden histologisch als epidermale Hyperplasie mit mesenchymaler 
Proliferation identifiziert, deren Morphologie einer Narbe entsprach. Es wurde kein typisches 
Papillomgewebe gefunden (Mitteilung des Instituts für Veterinär-Pathologie der Universität 
Leipzig). Hinsichtlich der Ausprägung der Papillome und dem Zeitpunkt ihrer Regression ließ 
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Baypamune- und der Plazebo-Gruppe 
ausmachen (persönliche Mitteilung Maren März, Leipzig, 2003). 
Wie in Abschnitt 2.2.1.2.2 beschrieben, war zum Zeitpunkt der 
Versuchsdurchführung den Experimentatoren nicht bekannt, welche Hunde-Gruppe mit 
Baypamune und welche mit Plazebo behandelt worden war. Zum besseren Verständnis 
werden aber im Folgenden die Gruppen als Baypamune- oder Plazebo-Gruppe bezeichnet, je 




Bei einer Reihe von Hunden traten im Verlauf der Studie Begleiterkrankungen 
auf (persönliche Mitteilung Maren März, Leipzig, 2004): So wurde bei den Hunden 1, 9 und 
13 der Baypamune-Gruppe sowie bei den Hunden 2 und 12 der Plazebo-Gruppe bei der 
Blutentnahme am Tag 21 p.i. eitriger Augen- und Nasenausfluss beobachtet. Die Weibchen 
wiesen zudem eine Vaginitis auf. Eine Woche später (Tag 28 p.i.) war nur noch Hund 1 
betroffen. Diese Hündin wies während der gesamten Studie wiederholt eine Otitis und/oder 
Abb. 11: Papillome ca. 5 Wochen (A) bzw. 8 Wochen (B) nach der Infektion bei zwei 
Hunden. Foto: M. März, Klinik für Kleintiere, Veterinärmedizinische Fakultät, Universität 
Leipzig. 




Dermatitis auf und blieb im Wachstum deutlich hinter den übrigen Hunden zurück. Gegen 
Ende des Versuches trat bei allen Hunden eine Malassezien-Otitis auf. 
Während des Versuchsverlaufes wurden keine zusätzlichen Arzneimittel 
eingesetzt. Alle Hunde waren warm und trocken untergebracht (Boxen mit Rotlicht) und 
wurden hochwertig ernährt. Im Falle einer Otitis wurden die Ohren der betroffenen Hunde mit 
einer milden Spüllösung gespült, welche kein Antibiotikum, Antimykotikum oder 
Corticosteroid enthielt. Erst nach Beendigung des Versuches wurde die Otitis, soweit 
erforderlich, mit einem Antimykotikum weiterbehandelt (persönliche Mitteilung Maren März, 
Leipzig, 2004). 
3.6 Nachweis von COPV-DNA in Bioptaten 
Die Untersuchung der Bioptate sollte klären, ob nach vollständiger Regression 
der Papillome noch COPV-DNA in den vormals infizierten Gewebebereichen persistiert. Von 
jedem Versuchshund wurden am 147. Tag p. i. zwei 6 mm Punch-Biopsien entnommen, 
wobei die eine Entnahmestelle im Bereich eines ehemaligen Papilloms, die andere im Bereich 
der Maulschleimhaut der nicht infizierten rechten Seite lag (Abschnitt 2.2.1.2.3.2). Aus ca. 
der Hälfte des Bioptats wurde die Gesamt-DNA isoliert und ihre Konzentration im 
Spektrophotometer ermittelt. Alle Proben wurden mittels zweier unterschiedlicher PCR-
Verfahren – unter Verwendung der SAWADY Taq-Polymerase (Peqlab) und des 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits (Qiagen) – auf COPV-DNA untersucht. Die 
Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten dargestellt. 
3.6.1 Untersuchung der Bioptate mittels real-time COPV L1-PCR und COPV L1 
nested-PCR unter Verwendung der SAWADY Taq-Polymerase  
Als Template für die COPV L1-PCR dienten 100 ng Gesamt-DNA. Wie die 
Fluoreszenzkurven der real-time Amplifikation (Abb. 12A und Abb. 13A) zeigt, fand eine 
frühe Zunahme der Fluoreszenz lediglich bei den Positivkontrollen (106 Moleküle pCOPV 
L1) statt. Der Kurvenverlauf aller Proben entsprach dem der Negativkontrollen 
(Isolierkontrollen), welche erst nach dem 25. Zyklus eine Fluoreszenzsteigerung zeigten. In 
der Schmelzpunktanalyse wiesen die Positivkontrollen einen steilen Peak bei einer 
Schmelztemperatur von 83,3 ± 0,3 auf (Abb. 12B und Abb. 13B). Zusätzlich zu einem 
Schmelzpunkt bei einer Temperatur von 80, 0 ± 0,5 °C wiesen einige Proben jedoch noch 
einen zweiten, kleinen Peak im Bereich des Schmelzpunktes der Positivkontrollen auf, so dass 
eine eindeutige Beurteilung (positiv oder negativ für COPV L1- DNA) mittels 




mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Abb. 14 zeigt, dass eine Bande der erwarteten 
Größe von 381 bp nur bei den Positivkontrollen sichtbar war. Weder in den Proben der 
infizierten Seite noch in denen der nicht-infizierten Seite konnte mit dieser Methode COPV-




Abb. 12: Untersuchung der Bioptate der infizierten Maulschleimhautseite der Hunde (Hd) 
1, 2, 3, 4, 6, 7 und 9 (A-I; B-I) sowie der Hunde 5, 8, 10, 12 und 13 (A-II; B-II) mittels 
COPV L1-PCR. A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; P: Positivkontrolle 
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Für die anschließende nested-PCR wurden von jeder Probe 5 µl des PCR-
Produktes aus der COPV L1-PCR als Template eingesetzt. Als Positivkontrollen dienten 5 µl 
Abb. 14: Agarose-Gelelektrophorese der COPV L1-PCR-Produkte aus Abb. 12 und Abb. 
13. Bioptate der infizierten (A) und der nicht-infizierten Maulschleimhautseite (B). 1-10, 
12, 13: Nummer des Hundes; P: Positivkontrolle (106 Moleküle pCOPV L1); M: DNA-
Längenstandard λ HaeIII. 
A  1   2   3   4  5   6   7   8   9 10 12 13  P M     B  1   2  3   4   5   6   7  8   9 10 12 13  P  M 
Abb. 13: Untersuchung der Bioptate der nicht-infizierten Maulschleimhautseite der Hunde 
(Hd) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 und 9 (A-I; B-I) sowie der Hunde 7, 10, 12 und 13 (A-II; B-II) 
mittels COPV L1-PCR. A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; P: 
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der PCR-Produkte der Verdünnungsstufen 102 und 101 der pCOPV L1-Verdünnungsreihe. 
Während der Amplifikation zeigten die Positivkontrollen bereits frühzeitig einen deutlichen 
Anstieg der Fluoreszenz (Abb. 15A). Auch die Proben der infizierten Seite der Hunde 6, 7, 8 
und 12 (alle aus der Plazebo-Gruppe) wiesen einen frühen Fluoreszenzanstieg auf. Die 
Fluoreszenzzunahme aller übrigen Proben fand erst zu einem deutlich späteren Zeitpunkt 
(nach Zyklus 20) statt, zeitgleich mit der der Negativkontrollen (Isolierkontrollen). Bei der 
Schmelzpunktanalyse (Abb. 15B) zeigten zusätzlich zu den beiden Positivkontrollen (102 und 
101) auch die Proben der infizierten Seite von Hund 6, 7, 8 und 12 einen deutlichen Peak bei 
einer Temperatur von 82,4 ± 0,3 °C. 
Anhand der Schmelzpunktanalyse waren die Proben der infizierten Seite der 
Hunde 6, 7, 8 und 12 als positiv zu bewerten. Einige der übrigen Proben zeigten jedoch in der 
Schmelzpunktanalyse nur einen geringgradigen Peak im Temperaturbereich der 
Positivkontrollen, so dass diese nicht eindeutig zu beurteilen waren. Aus diesem Grunde 
wurden alle nested-PCR-Produkte zusätzlich mittels Agarose-Gelelektrophorese untersucht. 
Abb. 16 zeigt, dass eine Bande in Höhe der Positivkontrollen (226 bp) lediglich bei den 
Proben der infizierten Seite von Hund 6, 7, 8 und 12 erkennbar war, welche bereits mittels 
Schmelzpunktanalyse als positiv beurteilt worden waren. Diese vier Hunde gehörten alle der 
Plazebo-Gruppe an. In keiner Probe der nicht-infizierten Seite und in keiner Probe der 




Abb. 15: Untersuchung der Bioptate der infizierten (i) und nicht-infizierten (n) 
Maulschleimhautseite der Hunde (Hd) 1-10, 12 und 13 mittels COPV L1 nested-PCR. A: 
Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; I1, I2: Isolierkontrolle; 102 und 101: 
Anzahl der Moleküle pCOPV L1 (Positivkontrollen). 
A B
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Um die Spezifität der COPV L1 nested-PCR-Produkte zu überprüfen, wurde mit 
den nested-PCR-Produkten der Hunde 6-8 und 12 eine Restriktionsenzymanalyse mit BglII 
durchgeführt. BglII schneidet das 226 bp große Produkt in zwei Fragmente mit einer Größe 
von 187 bp und 39 bp. Alle nested-PCR-Produkte der infizierten Maulschleimhautseite der 
Hunde 6-8 und 12 wurden durch BglII gespalten. Eine anschließende direkte Sequenzierung 
der nested-PCR-Produkte bestätigte, dass es sich um COPV L1-DNA handelte.  
Unter der Voraussetzung, dass sich die untersuchten Proben in der PCR und der 
nested-PCR ähnlich wie die pCOPV L1-Verdünnungsstufen verhielten, konnte eine 
Abschätzung der ursprünglichen COPV-DNA-Menge in der Probe durch einen Vergleich der 
Fluoreszenzanstiege vorgenommen werden. Der Fluoreszenzanstieg der COPV L1-positiven 
Proben (Hund 6-8 und 12)  fand zu einem späteren Zyklus statt als der der Positivkontrolle 
mit 102 pCOPV L1-Molekülen, bei Hund 12 sogar später als der der Positivkontrolle mit 101 
pCOPV L1-Molekülen (Abb. 15). Demnach enthielten 100 ng DNA der Bioptate der 
infizierten Maulschleimhaut-Seite der Hunde 6-8 und 12 (alle Plazebo-Gruppe) zwischen 1 
und 100 Kopien COPV-DNA. 
Das Ergebnis der Bioptate der infizierten Seite der beiden Gruppen (Baypamune-
Gruppe 0/6 Hunden COPV L1-DNA positiv, Plazebo-Gruppe 4/6 Hunden COPV L1-DNA 
positiv) wurde mittels eines zweiseitigen Fisher’s Exact Tests auf Signifikanz überprüft. Mit p 
= 0,06 war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant.  
Abb. 16: Agarose-Gelelektrophorese der COPV L1 nested-PCR-Produkte aus Abb. 15. 
Bioptate der infizierten (A) und der nicht-infizierten Maulschleimhautseite (B). 1-10, 12, 
13: Nummer des Hundes; P: Positivkontrolle (102 Moleküle pCOPV L1); M: DNA-
Längenstandard λ HaeIII. 




3.6.2 Untersuchung der Bioptate mittels COPV L1-PCR bzw. nested-PCR unter 
Verwendung des QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits 
Die entwickelte COPV L1-PCR eignete sich gut zum Nachweis und zur 
Quantifizierung einer größeren Anzahl von Genomäquivalenten (Abschnitt 3.2.3). Bei einigen 
Bioptatproben war die Beurteilung mittels Schmelzpunktanalyse jedoch nicht eindeutig, so 
dass eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt werden musste (Abschnitt 3.6.1). Zudem 
war der Nachweis kleinster Molekülmengen nur in der nested-PCR möglich. Aus diesen 
Gründen wurde die Untersuchung der Bioptate wiederholt, wobei diesmal ein speziell für die 
Quantifizierung mit SYBR Green I entwickelter Kit (QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kit, 
Qiagen) verwendet wurde. 
3.6.2.1 Sensitivitätsbestimmung der COPV L1-PCR unter Verwendung des 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits 
Das PCR-Protokoll blieb weitestgehend unverändert (Abschnitt 2.2.12.1.1.2). 
Lediglich die Messtemperatur wurde der veränderten Schmelztemperatur der PCR-Produkte 
angepasst und auf 76 °C gesenkt; zudem wurde die Anzahl der Zyklen auf 50 erhöht. Die 
Sensitivität wurde mit Hilfe der pCOPV L1-Verdünnungsreihe (109 bis 10-1 Moleküle pro 
Reaktionsansatz) untersucht. Die Verdünnungsstufen 109 bis 102 zeigten in der real-time 
Amplifikation eine Zunahme der Fluoreszenz (Abb. 17A) und in der Schmelzpunktanalyse 
einen Peak bei einer Temperatur von 79,5 ± 0,2 °C (Abb. 17B). Die übrigen 
Verdünnungsstufen wiesen keine Fluoreszenzsteigerung und keinen ausgeprägten Peak in der 
Schmelzpunktanalyse auf. Bei Anwendung dieser Methode war es somit möglich, 102 
Moleküle der Plasmidverdünnungsreihe reproduzierbar nachzuweisen und zu quantifizieren. 
Bei einigen PCR-Läufen zeigte auch die Verdünnungsstufe 101 Moleküle pro PCR-Ansatz 
einen Anstieg der Fluoreszenz und einen spezifischen Peak in der Schmelzpunktanalyse 
(nicht gezeigt). Die Nachweisgrenze der COPV L1-PCR liegt somit zwischen 10 und 100 
Genomäquivalenten. Sie ist damit um eine Zehnerpotenz sensitiver als die COPV L1-PCR 







3.6.2.2 Sensitivitätsbestimmung der COPV L1 nested-PCR unter Verwendung des 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits 
Die Sensitivität der real-time nested-PCR erfolgte mittels der pCOPV L1-
Verdünnungsstufen 102, 101, 100 und 10-1. Es wurden 5 µl des PCR-Ansatzes (Abschnitt 
3.6.2.1) in der nested-PCR eingesetzt. Die Annealing-Temperatur wurde - im Vergleich zur 
COPV L1 nested-PCR aus Abschnitt 2.2.12.1.1.1 - auf 60 °C erhöht und die 
Fluoreszenzmessung bei 76 °C durchgeführt. Wie Abb. 18A zeigt, stieg die Fluoreszenz bei 
den Verdünnungsstufen 102 und 101 frühzeitig an. Bei diesen Verdünnungsstufen war ein 
ausgeprägter Peak bei einer Temperatur von 79,4 °C in der Schmelzpunktanalyse sichtbar. 
Die Verdünnungsstufen 100 und 10-1 hingegen zeigten erst nach Zyklus 25 eine geringgradige 
Zunahme der Fluoreszenz; in der Schmelzpunktanalyse wiesen sie keinen spezifischen Peak 
auf. Die Sensitivitätsgrenze dieser real-time nested-PCR lag somit bei 10 Molekülen der 
pCOPV L1-Verdünnungsreihe. Eine Senkung der Annealing-Temperatur auf 50 °C erbrachte 
keine Steigerung der Sensitivität (nicht gezeigt). 
 
Abb. 17: Bestimmung der Sensitivität der COPV L1-PCR unter Verwendung des 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits. A: Real-time PCR-Lauf; B: 
Schmelzpunktanalyse; 109 bis 0: Anzahl der eingesetzten pCOPV L1-Moleküle pro 
Reaktionsansatz. 
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3.6.2.3 Untersuchung der Bioptate mittels COPV L1-PCR und COPV L1 nested-
PCR unter Verwendung des QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits  
Die Bioptate der infizierten und der nicht-infizierten Maulschleimhaut-Seite der 
Hunde 1-10, 12 und 13 wurden unter Verwendung des QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits 
nochmals auf das Vorhandensein von COPV L1-DNA untersucht. Von jeder Probe wurden 
100 ng Gesamt-DNA als Template eingesetzt. Während die Proben der nicht-infizierten 
Maulschleimhaut-Seite sowie die Proben der infizierten Seite der Hunde 1-6, 9, 10 und 13 
keine Fluoreszenzzunahme in der real-time Amplifikation zeigten, fand bei den Proben der 
infizierten Seite der Hunde 7, 8 und 12 (Plazebo-Gruppe) eine Fluoreszenzzunahme statt 
(Abb. 19A). Die Schmelzpunktanalyse zeigte (Abb. 19B), dass der Schmelzpunkt der Kurven 
der Hunde 7, 8 und 12 dem der Positivkontrollen (79,6 °C) entsprach. 
Die Proben der infizierten Maulschleimhaut-Seite der Hunde 7, 8 und 12 zeigten 
im real-time-Verlauf einen Fluoreszenzanstieg zu einem späteren Zeitpunkt als die pCOPV 
L1-Verdünnungsstufe 102 (Abb. 19A). Da die Verdünnungsstufe 101 negativ war, enthielten 
diese Proben zwischen 10 und 100 Molekülen COPV-DNA in 100 ng Gesamt-DNA. Die 
errechneten Kopienzahlen lagen bei 8 (Hund 7), 9 (Hund 8) und 48 (Hund 12) Kopien COPV-
DNA pro 100 ng Gesamt-DNA. Bei der Quantifizierung wurde vorausgesetzt, dass sich die 
Proben auch am Rande der Nachweisgrenze der PCR wie die pCOPV L1-Verdünnungsstufen 
verhielten. 
 
   102-101 
  100-10-1 
100-10-1
A                     B 
Abb. 18: Bestimmung der Sensitivität der COPV L1 nested-PCR unter Verwendung des 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR-Kits. A: Real-time PCR-Lauf; B: 
Schmelzpunktanalyse; 102 bis 10-1: Anzahl der eingesetzten pCOPV L1-Moleküle pro 
Reaktionsansatz in der real-time PCR (Abschnitt 3.6.2.1). 







Alle in der PCR negativ auf COPV-L1 DNA getesteten Proben wurden mit der 
COPV L1 nested-PCR untersucht. Eine Fluoreszenzzunahme wurde nur bei den 
Positivkontrollen 102 und 101 beobachtet (Abb. 20A). In der Schmelzpunktanalyse wiesen nur 
diese einen Peak bei 79,4 °C auf (Abb. 20B). Mit der hier verwendeten COPV L1 nested-PCR 
wurde demnach  in keiner weiteren Probe COPV L1-DNA nachgewiesen. 
Das Ergebnis der Bioptate der infizierten Seite der beiden Gruppen (Baypamune-
Gruppe 0/6 Hunden COPV L1-DNA positiv, Plazebo-Gruppe 3/6 Hunden COPV L1-DNA 
  102-101 
Hd 1-6, 9, 
10, 13, I 
Abb. 20: Untersuchung der Bioptate der infizierten Maulschleimhautseite der Hunde (Hd) 
1-6, 9, 10 und 13 mittels COPV L1 nested-PCR unter Verwendung des QuantiTectTM 
SYBR® Green PCR-Kits. A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 102 bis 101: 
Anzahl der eingesetzten pCOPV L1-Moleküle pro Reaktionsansatz in der PCR aus Abb. 
19 (Positivkontrollen); I: Isolierkontrolle. 
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Abb. 19: Untersuchung der Bioptate der infizierten Maulschleimhautseite der Hunde (Hd) 
1-10, 12 und 13 mittels COPV L1-PCR unter Verwendung des QuantiTectTM SYBR® 
Green PCR-Kits. A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 105 bis 101: Anzahl 
der eingesetzten pCOPV L1-Moleküle pro Reaktionsansatz (Positivkontrollen); I: 
Isolierkontrolle. 
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positiv) wurde mittels eines zweiseitigen Fisher’s Exact Tests auf Signifikanz überprüft. Mit p 
= 0,18 war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant. 
3.7 Entwicklung der real-time RT-PCRs zum Nachweis von caniner ARP-3-, 
IL-18-, TNFα- und INFγ-mRNA 
3.7.1 Herstellung der Plasmide pIL-18, pTNFα und pARP-3 
Als Gundlage für die Entwicklung und Optimierung der real-time RT-PCRs 
wurden Plasmide hergestellt, welche ein cDNA-Fragment der mRNAs der Zytokine IL-18 
(pIL-18), TNFα (pTNFα) oder des house-keeping Gens ARP-3 (pARP-3) enthielten. Hierfür 
wurde aus caninem EDTA-Blut die Gesamt-RNA isoliert, mittels one-step RT-PCR und 
entsprechender Primer das gewünschte Produkt amplifiziert und in den Vektor pCR® 2.1 
TOPO® (Invitrogen) kloniert. Für die INFγ-PCR stand bereits ein Plasmid zur Verfügung. 
Die Plasmide wurden mittels Restriktionsenzymanalyse und Sequenzierung 
überprüft. Der Vektor pCR®2.1-TOPO® besitzt zwei Schnittstellen für das Restrikrionsenzym 
EcoRI, welche den Bereich flankieren, in den das PCR-Produkt in den Vektor eingebaut wird. 
Unter der Bedingung, dass sich keine EcoRI-Schnittstelle im Insert befindet, lässt sich mit 
Hilfe dieses Enzyms das einklonierte PCR-Produkt aus dem Vektor herausschneiden und im 
Agarose-Gel auf seine Größe überprüfen. Bei allen 3 Proben war nach einem Verdau mit 
EcoRI neben der Vektorbande (Größe ca. 3900 bp) jeweils eine zweite Bande von geringerer 
Größe sichtbar (nicht gezeigt). Die Größen dieser Banden stimmten mit den errechneten 
Werten der herausgeschnittenen Fragmente (288 bp bei TNFα, 360 bp bei ARP-3 und 582 bp 
bei IL-18, jeweils zuzüglich 18 bp, die vom Vektor stammten) überein. Die Sequenzierung 
zeigte, dass das einklonierte Fragment von pARP eine Größe von 353 bp besaß. Während 320 
bp zu 100% der Vergleichssequenz des caninen ARP-3 (GAN AF307858) entsprachen, 
stammten die restlichen 33 bp von den Primern BAC1 und BAC2. Das in pTNFα einklonierte 
Fragment war 286 bp groß und entsprach den nt 152 – 436 der publizierten TNFα-Sequenz 
mit der GAN S74068. Im Vergleich zu dieser Sequenz fand sich jedoch AGAG anstelle von 
CAGA in Position 187-190 und die nt GATAG (Position 411-415) waren durch ATCTA 
ersetzt. Ferner konnten einzelne nt-Austausche an den Positionen 207 (T -> G), 343 (A -> C), 
356 (A -> C) und 358 (T -> G) festgestellt werden. Im Vergleich zur publizierten Sequenz mit 
der GAN Y11133 wurden im einklonierten Bereich von pIL-18 Austausche an den Positionen 




3.7.2 Herstellung von in vitro transkribierter RNA  
Zur Herstellung von RNA-Positivkontrollen für die Optimierung der RT-PCRs 
wurde die DNA der Plasmide pARP-3, pIL-18, pTNFα und pINFγ linearisiert, mit Hilfe der 
T7-RNA-Polymerase in vitro transkribiert und anschließend einer DNase-Behandlung 
unterzogen. Abb. 21 zeigt eine Gelelektrophorese, in der ein Aliquot der in vitro 
transkribierten RNA vor und nach DNase-Behandlung aufgetragen worden war. Nach der 
DNase-Behandlung war bei keiner Probe eine Bande in Höhe der Plasmid-DNA (ca. 4000 bp) 
mehr erkennbar (Spur 1, 3, 5 und 7), so dass von einer erfolgreichen Degradierung der DNA 
ausgegangen wurde. Die RNA-Banden sind in allen Spuren der Abb. 21 deutlich sichtbar. 
Interessanterweise stellen sie sich als Doppelbanden dar. Da einzelsträngige RNA im 
Agarose-Gel ein anderes Laufverhalten als doppelsträngige DNA aufweist, kann die Größe 
der RNA anhand des verwendeten Molekulargewichtsmarkers nicht ermittelt werden. 
 
 
3.7.3 Entwicklung der quantitativen two-step real-time RT-PCRs zum Nachweis 
der mRNAs von IL-18, TNFα, INFγ sowie des house-keeping Gens ARP-3 
3.7.3.1 Konstruktion der Primer 
Zur Amplifizierung der mRNAs wurden Primerpaare konstruiert, die PCR-
Produkte einer Größe von ca. 200 bp amplifizieren (Anhang B, Abschnitt 9.2, Tab. 9). Zudem 
Abb. 21: Gelelektrophorese der RNA-Produkte nach in vitro-Transkription, nach (Spur 1, 
3, 5 und 7) sowie vor (Spur 2, 4, 6 und 8) der DNase-Behandlung. Spur 1 und 2: pTNFα; 
Spur 3 und 4: pIL-18; Spur 5 und 6: pINFγ; Spur 7 und 8: pARP-3; M1: DNA-
Längenstandard λ HaeIII; M2: DNA-Längenstandard λdV1/PAT.




wurde darauf geachtet, dass Primerdimere und „Hairpins“ weitestgehend vermieden wurden. 
Für den Nachweis von ARP-3-mRNA wurden die Primer ARP P1 und ARP P2, für den 
Nachweis von IL-18-mRNA die Primer IL-18 P3 und IL-18 P4 und für den Nachweis von 
TNFα-mRNA die Primer TNFα F2 und TNFα R2 entwickelt. Die Primersequenzen für INFγ 
(INF rev und INF fwd) wurden aus der Literatur entnommen (CHAMIZO et al. 2001). 
3.7.3.2 Validierung der RT-PCRs 
Mit Hilfe der RNA-Positivkontrollen wurde die Eignung der Primerpaare 
überprüft. Um die Einsetzbarkeit der entwickelten RT-PCR-Protokolle zu testen, wurde 
zudem Gesamt-RNA verwendet, die aus mit Baypamune in vitro stimulierten Leukozyten 
stammte (freundlicherweise von Dr. A. Pawellek, Bayer AG, Mohnheim, zur Verfügung 
gestellt). In allen Proben waren neben dem house-keeping Gen ARP-3 alle zu untersuchenden 
Zytokine nachweisbar (Anhang B, Abschnitt 9.3, Abb. 36). 
3.7.3.3 Herstellung von Plasmidstandards für die Quantifizierung und 
Sensitivitätsbestimmung der PCRs mittels Verdünnungsreihen  
Für die angestrebte Quantifizierung der mRNA-Menge wurden 
Verdünnungsreihen der Plasmide pARP-3, pIL-18, pTNFα und pINFγ in Hefe-t-RNA 
hergestellt. Es wurden die Verdünnungsstufen mit 108 – 100 Molekülen pro Reaktionsansatz 
in den entsprechenden PCRs getestet. Als Negativkontrolle diente reine Hefe-t-RNA-Lösung. 
Die Ergebnisse der Sensitiviätsbestimmungen sind in Tab. 5 zusammengefasst, die 
zugehörigen Abbildungen (Abb. 37-40) sind in Anhang B, Abschnitt 9.4 dargestellt. 
 








pARP-3 101 Moleküle 81,2 ± 0,1 95 >0.99 
pIL-18 100 Moleküle 76,8 ± 0,1 100 >0.99 
pTNFα 101 Moleküle 86,4 ± 0,2 97 >0.99 





3.8 Untersuchung von Proben des Hauptversuches mittels two-step real-time 
RT-PCR auf mRNA von ARP-3, IL-18, TNFα und INFγ 
Von 9 Zeitpunkten (Tag 0, 14, 28, 42, 49, 56, 63, 70 und 77 p.i.) wurde aus dem 
EDTA-Blut der 12 Hunde des Hauptversuches die Gesamt-RNA isoliert, die nach der 
Degradierung der genomischen DNA (DNAse-Behandlung) in cDNA umgeschrieben wurde. 
Im Anschluss erfolgte die Untersuchung der Proben auf cDNA des house-keeping Gens ARP-
3 und der Zytokine INFγ, TNFα und IL-18 mittels real-time PCR. Alle Proben eines Hundes 
wurden zeitgleich isoliert, in cDNA umgeschrieben und in einem PCR-Lauf untersucht. 
Neben einer Isolierkontrolle sowie einer Wasserkontrolle, wurde zusätzlich eine „ohne RT“-
Kontrolle zur Überprüfung der DNase-Behandlung mitgeführt.  
3.8.1 Untersuchung der Proben auf mRNA des house-keeping Gens ARP-3 
Mit der real-time PCR konnte in allen Proben außer in denen von Hund 2 am Tag 
56 und 77, Hund 5 am Tag 77 sowie Hund 7 am Tag 70 p.i. ARP-3 nachgewiesen werden. 
Bei diesen drei Hunden wurde an den genannten Zeitpunkten deshalb keine Auswertung der 
real-time PCRs der Zytokin-mRNAs durchgeführt. Der Schmelzpunkt der positiven Proben 
(82,1 ± 0,5 °C) war interessanterweise im Vergleich zu den Positivkontrollen (81,4 ± 0,2 °C) 
um durchschnittlich ca. 0,5 °C erhöht (Abb. 22A). Aus diesem Grunde wurden Proben von 
Hund 1 im Agarose-Gel beurteilt (Abb. 22B). Hierbei lag die Bande der Positivkontrolle auf 
gleicher Höhe mit den Banden der Proben, so dass davon ausgegangen wurde, dass es sich um 
spezifische PCR-Produkte handelte. Zusätzlich wurde exemplarisch ein PCR-Podukt von 
Hund 2 unter Verwendung des Primers ARP P1 sequenziert. Die Sequenzierung bestätigte, 





3.8.2 Untersuchung der Proben auf mRNA des Zytokins IL-18 
Zum Zeitpunkt der Infektion konnte bei 4 von 6 (66%) Hunden der Baypamune-
Gruppe und bei allen Hunde (100%) der Plazebo-Gruppe IL-18-mRNA nachgewiesen 
werden. Im Zeitraum vor Verabreichung von Baypamune bzw. Plazebo (Tag 0-42 p.i.; 
insgesamt 24 Proben je Gruppe) war in der Baypamune-Gruppe in 20 von 24 Proben (83,3%) 
sowie in allen Proben der Plazebo-Gruppe (100%) IL-18-mRNA nachweisbar. Nach der 
ersten Gabe von Baypamune bzw. Plazebo (Tag 49 p.i.) waren die Proben von 4 von 6 
Hunden der Baypamune-Gruppe und 5 von 6 Hunden der Plazebo-Gruppe positiv. Im 
Zeitraum der Medikation (Tag 49-77 p.i.) konnte in 23 von 30 (76,6%) Proben der 
Baypamune-Gruppe und in 16 von 26 gewerteten Proben (61,5%) der Plazebo-Gruppe IL-18-
mRNA nachgewiesen werden. Insgesamt waren im Untersuchungszeitraum 43 von 54 Proben 
(79,6%) der Baypamune-Gruppe und 40 von 50 (80%) Proben der Plazebo-Gruppe positiv. 
Der Nachweis von IL-18-mRNA bezogen auf den einzelnen Hund variierte in 
beiden Gruppen (Anhang B, Abschnitt 9.5, Tab. 10). Bei zwei Hunden der Baypamune-
Gruppe (Hund 1 und 4) und einem Hund der Plazebo-Gruppe (Hund 5) gelang der Nachweis 
in allen gewerteten Proben. Bei den übrigen Hunden waren jeweils eine oder mehrere Proben 
negativ. Die Verteilung der negativen Ergebnisse schien kein bestimmtes Muster 
aufzuweisen. Die hier dargestellten Daten gaben keinen Hinweis auf einen Einfluss von 
Baypamune auf die Expression von mRNA von IL-18 in peripheren Blutzellen. 
Wie Abb. 23A zeigt, lag der Schmelzpunkt der IL-18-positiv beurteilten Proben 
(77,5 ± 0,3 °C) ca. 0,5 °C höher als der der Positivkontrollen (76,9 ± 0,3 °C). Die Proben von 
Abb. 22: Nachweis von ARP-3-mRNA am Beispiel der Proben von Hund 1. A: 
Schmelzpunktanalyse; B: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; 107 bis 103: 
Anzahl der eingesetzten pARP-3-Moleküle pro Reaktionsansatz; 1-9: RNA aus den 
Blutproben von Tag 77, 70, 63, 56, 49, 42, 28, 14 und 0 p.i.; W: Wasserkontrolle; I: 
Isolierkontrolle; D: DNase-Behandlungskontrolle; M: DNA-Längenstandard λ HaeIII. 
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Hund 1 wurden aus diesem Grunde im Agarose-Gel untersucht und zeigten im positiven Falle 
eine Bande in derselben Höhe wie die Positivkontrolle (Abb. 23B). Die Proben von Tag 14 
p.i. und Tag 56 p.i. wiesen im Agarose-Gel keine Bande auf. In der Schmelzpunktanalyse 
zeigten sie jedoch einen eindeutigen, wenn auch schwachen, Peak bei der erwarteten 
Temperatur und wurden daher als positiv gewertet. Wiederum wurde exemplarisch ein PCR-
Podukt von Hund 2 sequenziert (verwendeter Primer: IL-18 P3). Die Sequenzierung 








3.8.3 Untersuchung der Proben auf mRNA des Zytokins TNFα 
Im gesamten Untersuchungszeitraum waren in der Baypamune-Gruppe 23 von 54 
Proben (42,6%) und in der Plazebo-Gruppe 23 von 50 (46%) gewerteten Proben positiv. Bei 
mehreren Hunden beider Gruppen konnte in den gewerteten Proben zu keinem Zeitpunkt 
(Hund 2 und 3) oder nur vereinzelt (Hund 4, 10 und 12) TNFα nachgewiesen werden (Anhang 
B, Abschnitt 9.5, Tab. 11). Die Verteilung der positiven und negativen Proben erlaubte keine 
Rückschlüsse auf eine Beeinflussung der TNFα-Expression in peripheren Blutzellen durch 
Baypamune. In der Schmelzpunktanalyse zeigten die Standards der Plasmid-
Verdünnungsreihe einen Peak bei einer Temperatur von 86,6 ± 0,3 °C. Die positiv gewerteten 
Proben wiesen einen Schmelzpunkt bei einer Temperatur von 86,8 ± 0,5 °C auf. Auch hier lag 
folglich der Schmelzpunkt der Proben geringfügig höher als der der Positivkontrollen (Abb. 
24A). Die PCR-Produkte von Hund 1 wurden daher mittels Gelelektrophorese untersucht und 
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Abb. 23: Nachweis von IL-18-mRNA am Beispiel der Proben von Hund 1. 
A: Schmelzpunktanalyse; B: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; 107 bis 103: 
Anzahl der eingesetzten pIL-18-Moleküle pro Reaktionsansatz; 1-9: RNA aus den 
Blutproben von Tag 77, 70, 63, 56, 49, 42, 28, 14 und 0 p.i.; W: Wasserkontrolle; I: 




ein PCR-Produkt exemplarisch sequenziert. Die Elektrophorese (Abb. 24B) und die 
Sequenzierung bestätigten, dass es sich um TNFα handelte. 
 
3.8.4 Untersuchung der Proben auf mRNA des Zytokins INFγ 
Unabhängig von der Gruppenzugehörigkeit der Hunde konnte in keiner Probe mittels 
Schmelzpunktanalyse mRNA von INFγ nachgewiesen werden. Da sich die Beurteilung 
aufgrund von unspezifischen Schmelzpunkten als schwierig erwies (Abb. 25A), wurden die 
Proben auf ein Ethidiumbromid-gefärbtes Agarose-Gel aufgetragen (Abb. 25B). Auch durch 
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Abb. 24: Nachweis von TNFα-mRNA am Beispiel der Proben von Hund 1. A: 
Schmelzpunktanalyse; B: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; 107 bis 103: 
Anzahl der eingesetzten pTNFα-Moleküle pro Reaktionsansatz; 1-9: RNA aus den 
Blutproben von Tag 77, 70, 63, 56, 49, 42, 28, 14 und 0 p.i.; W: Wasserkontrolle; I: 
Isolierkontrolle; D: DNase-Behandlungskontrolle; M: DNA-Längenstandard λ HaeIII. 
W, D 






3.8.5 Relative Quantifizierung der Zytokinexpression 
Bei einigen der auf ARP-3 untersuchten Proben und bei einer Vielzahl der auf IL-
18 und TNFα untersuchten Proben zeigte die Schmelzpunktanalyse, dass zusätzlich zum 
spezifischen Produkt auch unspezifische Amplifikate auftraten. Da diese ebenfalls von der 
Fluoreszenzmessung erfasst wurden, war eine relative Quantifizierung der Zytokinexpression 
mit dieser Methode nicht möglich.  
3.9 Untersuchung von Proben des Hauptversuches mittels one-step real-time 
RT-PCR auf mRNA von ARP-3, IL-18, TNFα und INFγ mit nachfolgender 
relativer Quantifizierung  
Von den 12 Versuchshunden wurden Blutproben der Tage 0, 42, 49, 56 und 77 
p.i. sowie die zugehörige Isolierkontrollen auf mRNA des house-keeping Gens ARP-3 und 
der Zytokine IL-18, TNFα und INFγ untersucht. Als Positivkontrolle für die RT sowie die 
PCR wurde in vitro transkribierte RNA verwendet. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von 
Plasmidstandards in RNAse-freiem Wasser. 
3.9.1 Untersuchung der Proben auf mRNA des house-keeping Gens ARP-3 
Das house-keeping Gen ARP-3 diente als Kontrolle für die RNA-Isolierung und 
wurde als Bezugsgröße für die relative Quantifizierung der Zytokine eingesetzt. Mindestens 4 
Verdünnungsstufen der ARP-3-Plasmidstandards wurden in jeder RT-PCR mitgeführt. Die 
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Abb. 25: Nachweis von INFγ-mRNA am Beispiel der Proben von Hund 1. A: 
Schmelzpunktanalyse. B: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte; 107 bis 103: 
Anzahl der eingesetzten pINFγ-Moleküle pro Reaktionsansatz; 1-9: RNA aus den 
Blutproben von Tag 77, 70, 63, 56, 49, 42, 28, 14 und 0 p.i.; W: Wasserkontrolle; I: 




Effizienz der PCR betrug zwischen 89% und 99%. Die Schmelzpunkte der Standards in allen 
RT-PCR-Läufen lagen bei 82,7 ± 0,4 °C. Die Schmelzpunkte der Proben waren im Vergleich 
hierzu erhöht; sie wiesen Werte von 83,2 ± 0,4 °C auf. Innerhalb eines PCR-Laufes wichen 
die Schmelzpunkte der Proben jedoch nur um maximal 0,2 °C voneinander ab. Als Beispiel 
für die Darstellung der real-time Amplifikation und der Schmelzpunktanalyse zeigt Abb. 26 




Um nachzuweisen, dass es sich bei den positiv gewerteten Proben um spezifische 
Amplifikate handelte, wurden die PCR-Produkte ausgewählter Proben mittels 
Restriktionsenzymanalyse untersucht. Abb. 27 zeigt die PCR-Produkte von Hund 2 vom Tag 
0 und 42 p.i. vor bzw. nach Verdau mit den Restriktionsenzymen ClaI und BsrGI. Nach der 
Gelelektrophorese waren Banden in den erwarteten Größen (93 bp und 121 bp nach Verdau 
mit ClaI; 70 bp und 144 bp nach Verdau mit BsrGI) sichtbar. Zusätzlich wurde das PCR-
Produkt der Probe Hund 8 vom Tag 56 p.i. sequenziert. Der lesbare Bereich dieser Sequenz 
war zu 100% homolog zur publizierten ARP-3-Sequenz (GAN AF307858). Die 
Sequenzierung wie auch die Restriktionsenzymanalysen bestätigten somit, dass der im 
Vergleich zu den Plasmidstandards erhöhte Schmelzpunkt spezifisch für ARP-3 war.  
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Abb. 26: Nachweis von ARP-3-mRNA am Beispiel der Proben von Hund 1. A: Real-time 
PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 1-5: RNA aus den Blutproben von Tag 0, 42, 49, 56 
und 77 p.i.; 103 bis 107: Anzahl der eingesetzten pARP-3-Moleküle pro Reaktionsansatz; 











In allen untersuchten Proben konnte ARP-3 mittels one-step real-time RT-PCR 
nachgewiesen werden. Hieraus folgt, dass die RNA-Isolierung bei allen Proben der 12 
Versuchshunde erfolgreich war. 
3.9.2 Untersuchung der Proben auf mRNA von IL-18 
Mindestens 4 Verdünnungsstufen der IL-18-Plasmidstandardreihe wurden in 
jeder RT-PCR mitgeführt. Die Effizienz der PCR betrug zwischen 92% und 97%. Die 
Schmelzpunkte der Standards lagen bei 79,1 ± 0,3 °C. Als positiv wurden Proben gewertet, 
welche einen Schmelzpunkt bei 79,7 ± 0,4 °C aufwiesen. Die Schmelzpunkte der Proben 
innerhalb eines PCR-Laufes variierten um höchstens 0,3 °C. Als Beispiel ist in Abb. 28 die 
Untersuchung der Proben von Hund 1 mittels real-time RT-PCR und Schmelzpunktanalyse 
dargestellt. Auch für IL-18 wurden exemplarisch einige PCR-Produkte mittels 
Restriktionsenzymanalyse überprüft (nicht gezeigt) und das PCR-Produkt von Hund 8 (Tag 
77 p.i.) sequenziert. Die Restriktionsenzymanalyse und die Sequenzierung bestätigten, dass es 
sich bei den untersuchten Proben um IL-18 handelte. 
Abb. 27: Gelelektrophorese der PCR-Produkte des Hundes 2 vom Tag 0 (Spur 1 und 4) 
und vom Tag 42 p.i. (Spur 2 und 5) nach Restriktionsenzymverdau mit ClaI (Spur 1 und 
2) und BsrGI (Spur 4 und 5). Zum Vergleich ist in Spur 3 und 6 das unverdaute PCR-
Produkt des Hundes 2 vom Tag 0 bzw. Tag 42 p.i. aufgetragen. M: DNA-Längenstandard 
λ HaeIII. 
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Bei jedem der Versuchshunde konnte in allen mittels one-step RT-PCR 
untersuchten Proben IL-18-mRNA nachgewiesen werden. Für die relative Quantifizierung der 
Expression von IL-18 auf mRNA-Ebene wurde die ermittelte Anzahl der Zytokinmoleküle 
mittels der ermittelten Molekülzahl des house-keeping Gens ARP-3 normalisiert (Abb. 29). 
Es ist ersichtlich, dass die Höhe des relativen Ausgangniveaus der IL-18-mRNA-Expression 
bei den Versuchstieren unterschiedlich war. Zwischen den untersuchten Zeitpunkten 
schwankte das mRNA-Niveau der einzelnen Hunde kaum (z.B. Hund 4) bis mäßig (z.B. Hund 
9). Die normalisierten Werte der IL-18-mRNA-Expression ergaben keinen Hinweis auf eine 
positive oder negative Beeinflussung des Zytokinspiegels in peripheren Blutzellen durch die 
Baypamune- oder Plazebo-Gabe. 
3.9.3 Untersuchung der Proben auf mRNA von TNFα 
Mindestens 4 TNFα-Plasmidstandards wurden in jeder RT-PCR mitgeführt. Die 
Effizienz der PCR betrug zwischen 81% und 104%. Der Schmelzpunkt der Standards lag bei 
86,8 ± 0,3 °C. Die Schmelzpunkte der positiv gewerteten Proben lagen zwischen 87,2 ± 0,4 
°C, wichen innerhalb eines Laufes jedoch um maximal 0,3 °C voneinander ab. Abb. 30 zeigt 
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Abb. 28: Nachweis von IL-18-mRNA am Beispiel der Proben von Hund 1. A: Real-time 
PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 1-5: RNA aus den Blutproben von Tag 0, 42, 49, 56 
und 77 p.i.; 103 bis 107: Anzahl der eingesetzten pIL-18-Moleküle pro Reaktionsansatz; R: 
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Abb. 29: Normalisierte Werte der IL-18-mRNA-Expression je Hund und Tag. Pink: 
Baypamune-Gruppe; grün: Plazebo-Gruppe; Pfeile: Zeitpunkte der Baypamune- bzw. 
Plazebo-Gabe (Tag 48, 50, 55, 62, 69 und 76 p.i.); Hd: Hund. 
Abb. 30: Nachweis von TNFα-mRNA mittels RT-PCR am Beispiel der Proben von Hund 
1. A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 1-5: RNA aus den Blutproben von 
Tag 0, 42, 49, 56 und 77 p.i.; 101 bis 106: Anzahl der eingesetzten pTNFα -Moleküle pro 




Die PCR-Produkte von Hund 2 (Tag 0 und 42 p.i.) wurden mittels 
Restriktionsenzymanalyse überprüft (nicht gezeigt); das PCR-Produkt von Hund 8 (Tag 56 
p.i.) wurde sequenziert und als TNFα-spezifisch identifiziert. 
Bei allen Hunden waren sämtliche mittels one-step RT-PCR auf mRNA von 
TNFα untersuchte Proben positiv. Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung der TNFα-
mRNA-Expression sind in Abb. 31 dargestellt. Wie schon bei IL-18 beobachtet, war auch das 
individuelle Expressionsniveau von TNFα-mRNA von Hund zu Hund unterschiedlich. 
Erkennbar ist auch, dass die relative Expression der verschiedenen Proben eines Hundes mit 
Ausnahme der „Ausreißer“ (Hund 1 am Tag 0: 0,0595 und Hund 6 am Tag 42: 0,1049, in 
Abb. 31 nicht gezeigt) bei der Mehrzahl der Tiere nur mäßig schwankte. Ein Trend nach 

























Abb. 31: Normalisierte Werte der TNFα-mRNA-Expression je Hund und Tag. Pink: 
Baypamune-Gruppe; grün: Plazebo-Gruppe; Pfeile: Zeitpunkte der Baypamune- bzw. 
Plazebo-Gabe (Tag 48, 50, 55, 62, 69, 76 p.i.); Hd: Hund. Die Ausreißer am Tag 0 (Hd 1: 







3.9.4 Untersuchung der Proben auf mRNA des Zytokins INFγ  
Als Positivkontrollen wurden mindestens vier INFγ-Plasmidstandards in jedem 
real-time RT-PCR-Lauf mitgeführt. Ihre Schmelzpunkte lagen bei 82,5 ± 0,2 °C. Die 
Effizienz der PCR betrug zwischen 59% und 70%. Als positiv wurden Proben gewertet, 
welche in der Schmelzpunktanalyse einen Peak bei einer Temperatur von 83,0 ± 0,3 °C 
aufwiesen. Innerhalb eines Laufes wichen die Schmelzpunkte der positiv gewerteten Proben 
um höchstens 0,4 °C voneinander ab. Abb. 32 zeigt die real-time Amplifikation mit 
anschließender Schmelzpunktanalyse der Proben von Hund 1. 
Generell galt, dass bei den mittels Schmelzpunktanalyse als positiv beurteilten 
Proben (Tab. 6) die Amplifikation von spezifischer DNA erst zu einem sehr späten Zeitpunkt 
der PCR stattfand. Eine Zunahme der Fluoreszenz trat erst nach dem 40. Zyklus, teilweise, 
wie bei den Proben von Hund 1, erst nach dem 45. Zyklus auf. Zudem war die 
Fluoreszenzzunahme sehr gering und unterschied sich in den meisten Fällen nicht von der der 
als negativ beurteilten Proben. Auch diese wiesen oft in den letzten Zyklen eine geringgradige 
Fluoreszenzzunahme auf, die Schmelzpunktanalyse zeigte jedoch, dass es sich hierbei um 
unspezifische Produkte handelte (nicht gezeigt). 
 
 
Zur Überprüfung der Auswertung mittels Schmelzpunktanalyse wurde das PCR-
Produkt von Hund 7 (Tag 42 p.i.) sequenziert. Aufgrund der geringen Menge an spezifischer 
DNA war es erforderlich, dieses zuerst zu klonieren. Die Sequenzierung bestätigte, dass es 
sich bei dem einklonierten PCR-Produkt um eine INFγ-Sequenz handelte. Die Auswertung 
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Abb. 32: Nachweis von INFγ-mRNA mittels RT-PCR am Beispiel der Proben von Hund 
1. A: Real-time PCR-Lauf; B: Schmelzpunktanalyse; 1-5: RNA aus den Blutproben von 
Tag 0, 42, 49, 56 und 77 p.i.; 102 bis 107: Anzahl der eingesetzten pINFγ -Moleküle pro 









der Untersuchungen auf INFγ-mRNA wurde ausschließlich als Positiv-/Negativ-Beurteilung 
durchgeführt. Auf eine Quantifizierung der positiven Proben wurde verzichtet, da aufgrund 
der sehr späten Fluoreszenzzunahme die für die Quantifizierung erforderliche exponentielle 
Phase der DNA-Amplifikation bei der Mehrzahl der positiven Proben nicht erreicht wurde. 
Tab. 6 fasst die Ergebnisse der untersuchten Proben zusammen. In der Plazebo-Gruppe wurde 
bei einem Hund (Hund 2) zu keinem der untersuchten Zeitpunkte, bei 2 Hunden (Hund 5 und 
8) in allen Proben INFγ-mRNA nachgewiesen. Bei den übrigen 3 Hunden wurde INFγ-
mRNA bei einem Teil der Proben detektiert. Ein ähnliches Bild zeigte sich in der 
Baypamune-Gruppe. Hier wurden bei einem Hund (Hunde 3) alle Proben negativ, die übrigen 
5 Hunde zu unterschiedlichen Zeitpunkten teils positiv, teils negativ auf INFγ-mRNA 
getestet. Ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von INFγ-mRNA in peripheren 
Blutzellen und dem Infektionsverlauf bzw. der Medikation war weder in der Baypamune- 
noch in der Plazebo-Gruppe ersichtlich (Tab. 6). 
 
Tab. 6: Zusammenfassung der Bewertung der Proben bezüglich des Vorhandenseins von 
INFγ-mRNA. 
Tag Gruppe A (Baypamune) Gruppe B (Plazebo) 
p.i. Hd11 Hd3 Hd4 Hd9 Hd10 Hd13 Hd2 Hd5 Hd6 Hd7 Hd8 Hd12
0 +2 -3 - - + - - + + + + - 
42 - - + + - + - + + + + + 
494 + - - - + + - + + - + + 
564 + - + + - + - + - - + - 
774 + - + - - - - + + - + - 
1 Hund, 2 positiv, 3 negativ, 4 Blutentnahme ca. 24 h nach Behandlung mit Baypamune bzw. Plazebo. 
 
3.10 Entwicklung eines ELISAs zum Nachweis von Antikörpern (IgG) gegen das 
Hauptstrukturprotein L1 von COPV 
3.10.1 Herstellung von COPV L1-VLPs als Antigen 
Als Antigen für den ELISA wurden mittels Baculovirus-Expressionssystem 
hergestellte Virus-ähnliche Partikel (VLPs) eingesetzt, welche sich aus dem 
Hauptstrukturprotein L1 von COPV zusammensetzten. Das in Sf9-Zellen exprimierte Protein 




mAk gegen COPV kommerziell nicht erhältlich war, wurde für diese Tests der Antikörper 
CAMVIR-1 (Abcam Linited; Cambridgeshire, UK) verwendet. Hierbei handelt es sich um 
einen mAk, der gegen das HPV-16 gerichtet ist, aber auch mit COPV L1-Protein in Formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Schnitten kreuzreagiert (NICHOLLS et al. 2001a). 
Abb. 33 zeigt den Nachweis von COPV L1-Protein 5 Tage nach Infektion von 
Sf9-Zellen im Western blot. In Zellen, die mit COPV L1-exprimierenden Baculoviren 
(BaculoL1) infiziert worden waren (Spur 1 und 2), war eine deutliche Bande zwischen 45,0 kD 
und 66,2 kD sichtbar. Diese entsprach der Größe der Bande, die sich bei 
gradientengereinigtem COPV (Spur 6) darstellte. Bei den zusätzlich in Spur 1 und 2 
nachgewiesenen feineren Banden handelte es sich vermutlich um Abbauprodukte des COPV 
L1, die durch proteolytische Spaltung entstanden waren. Diese Banden waren weder bei der 
Negativkontrolle (Spur 5: nicht infizierte Sf9-Zellen), noch bei Zellen, die mit Baculoviren 
infiziert worden waren, welche das Virusprotein 1 (VP1) des aviären Polyomavirus 
exprimierten (BaculoAPV VP1; Spur 3), vorhanden. Bei Verwendung des mAks CAMVIR-1 
wurden kaum unspezifische Reaktionen beobachtet, wie die Spuren 3 und 5 belegen. 
 
 
Abb. 33: Nachweis von COPV L1-Protein im Western blot unter Verwendung des 
Antikörpers CAMVIR-1. Spur 1 und 2: mit BaculoL1 infizierte Sf9-Zellen, geerntet 5 Tage 
p.i.; Spur 3: mit BaculoAPV VP1 infizierte Sf9-Zellen, geerntet 5 Tage p.i.; Spur 5: nicht 
infizierte Sf9-Zellen; Spur 6: gradientengereinigtes COPV; 7: Biotinylated SDS-PAGE 
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Beim Nachweis von COPV L1 mittels IIFT waren in mit BaculoL1 infizierten Sf9-
Zellen deutlich fluoreszierende Bereiche sichtbar, während die Negativkontrolle keine 
Fluoreszenz aufwies (nicht gezeigt). 
Nach der Aufreinigung des COPV L1-Proteins mittels Succrose- und CsCl-
Gradientenzentrifugation wurde die Proteinkonzentration der gereinigten COPV L1-VLPs im 
BCA-Assay bestimmt. Sie betrug ca. 0,25 mg/ml. 
3.10.2 Elektronenmikroskopischer Nachweis der COPV L1-VLPs  
Zum Nachweis der Partikelbildung wurde von einem Aliquot des gereinigten 
Proteins durch Negativkontrastierung ein elektronenmikroskopisches Präparat angefertigt. Die 
elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt Partikel, welche in Form und Größe COPV-










3.11 Untersuchung der Hundeseren auf COPV L1-spezifisches IgG mittels ELISA 
Mit Hilfe des dafür entwickelten Antigen-capture ELISAs wurden die Seren der 
Versuchshunde auf COPV L1-spezifische Ak (IgG) untersucht. Alle untersuchten Seren 
wurden im Doppelansatz getestet. Alle Seren eines Hundes wurden auf einer ELISA-Platte 
untersucht. Wöchentlich von Tag 0 bis einschließlich Tag 98 p.i. sowie vom Tag 147 p.i. 
waren Serumproben von allen 12 Versuchshunden vorhanden. Von Tag 105 p.i. bis Tag 140 
p.i. stand, bedingt durch den Versuchsaufbau, nur von einigen Hunden Serum zur Verfügung 
(Abschnitt 2.2.1.2.3.1). Das Serum von Hund 6 vom Tag 147 p.i. diente als Positivkontrolle, 
das Serum von Hund 6 vom Tag 0 als Negativkontrolle. Zur besseren Vergleichbarkeit der 
ELISA-Messergebnisse wurden nicht die OD-Werte, sondern die ODN-Werte verwendet. Die 
Berechnung von ODN-Werte aus den OD-Werten ist im Abschnitt 2.2.17 beschrieben. 
In Abb. 35 sind die Ergebnisse aller Seren zusammenfassend als Diagramm 
dargestellt. Zum Zeitpunkt der Infektion (Tag 0) lagen die ODN-Werte aller Versuchshunde 
Abb. 34: Elektronenmikroskopische 
Darstellung von in Sf9-Zellen 
hergestellten, gereinigten COPV L1-VLPs 
nach Negativkontrastierung mit 2%igem 






















Hd 1 Hd 2 Hd 3 Hd 4 Hd 5 Hd 6 Hd 7
Hd 8 Hd 9 Hd 10 Hd 12 Hd 13
Abb. 35: Verlauf der Bildung COPV L1-spezifischer Ak (Ig G), nachgewiesen mittels 
ELISA in Serumproben von Hunden (Hd) der Plazebo-Gruppe (Hd 2, 5, 6, 7, 8 und 12; 
grün) und der Baypamune-Gruppe (Hd 1, 3, 4, 9, 10 und 13; pink). Dargestellt sind die 
ermittelten ODN-Werte (ODN) der Seren zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion 
(Tage p.i.). Die Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Baypamune- bzw. Plazebo-Gaben 
(Tag 48, 50, 55, 62, 69 und 76 p.i.). 
zwischen 0,159 und 0,312. Zwischen der Baypamune-Gruppe (Hund 1, 3, 4, 9, 10 und 13) 
und der Plazebo-Gruppe (Hund 2, 5, 6, 7, 8 und 12) war anhand der Mittelwerte (0,212 bzw. 
0,209) kein Unterschied feststellbar. Bis einschließlich Tag 49 bzw. 56 p.i. blieb der ODN-
Wert bei den Hunden beider Gruppen in etwa konstant. Ab Tag 63 p.i. kam es bei 4 von 6 
Hunden der Plazebo-Gruppe (Hund 2, 5, 6 und 7) zu einem geringgradigen Anstieg des ODN-
Wertes, welcher sich bis zum Tag 77 bzw. 84 p.i. fortsetzte (Abb. 35). Im Durchschnitt lag 




der ODN-Wert der Plazebo-Gruppe an Tag 84 p.i. bei 0,352. In den folgenden 2 Wochen 
näherten sich die ODN-Werte wieder langsam dem Ausgangswert von Tag 0 an. Bei Hund 8 
und 12 war innerhalb der ersten 98 Tage p.i. kein Anstieg der ODN-Werte erkennbar. Am 126. 
Tag p.i. wurde bei Hund 5 und 7 ein deutlicher Anstieg des ODN-Wertes auf das 3- (Hund 5) 
bzw. annähernd das 5-fache (Hund 7) des Ausgangswertes gemessen. Da zwischen dem 105. 
und dem 140. Tag p.i. nicht von allen Hunden der Plazebo-Gruppe Serumproben zur 
Verfügung standen, konnte bei diesen Hunden über den Verlauf der ODN-Werte in diesem 
Zeitraum keine Aussage getroffen werden. Am letzten Untersuchungstag (Tag 147 p.i.) lagen 
bei allen Hunden der Plazebo-Gruppe die ODN-Werte deutlich über dem Ausgangswert und 
auch über dem von Tag 98 p.i. (Abb. 35 und Anhang B, Abschnitt 9.6, Tab. 12), so dass es 
auch bei den übrigen Hunden der Plazebo-Gruppe zwischen Tag 98 p.i. und Tag 147 p.i. zu 
einem Anstieg des ODN-Wertes gekommen sein musste. 
Bei den Hunden der Baypamune-Gruppe zeigten die ODN-Werte ab Tag 56 p.i. 
einen deutlich anderen Verlauf. Bereits am 63. Tag p.i. war der ODN-Wert bei 5 von 6 
Hunden der Baypamune-Gruppe (Hund 1, 3, 4, 9 und 10) im Vergleich zum Ausgangswert 
um das 3- bis 4-fache erhöht (Abb. 35 und Anhang B, Abschnitt 9.6, Tab. 13). Bis zum 98. 
Tag p.i. blieben die ODN-Werte auf diesem hohen Niveau, sanken jedoch im Durchschnitt 
geringgradig ab. Zwischen dem 119. und dem 126. Tag p.i. erfolgte bei den beiden Hunden, 
von denen Serum verfügbar war (Hund 1 und 10), ein zweiter, geringerer Anstieg des ODN-
Wertes. Interessanterweise stimmte dieser zeitlich mit dem starken Anstieg des ODN-Wertes 
von Hund 5 und 7 der Plazebo-Gruppe (siehe oben) überein. Der mittlere ODN-Wert am Tag 
147 p.i. lag bei den Hunden der Baypamune-Gruppe bei 0,946 und war damit ähnlich dem 
mittleren ODN-Wert der Plazebo-Gruppe (0,852). 
Die Messwerte von Hund 13 wiesen im Gegensatz zu den übrigen Tieren der 
Baypamune-Gruppe bis zum Tag 98 p.i. keinen deutlichen Anstieg der ODN-Werte auf. Ihr 






In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer wiederholten therapeutischen 
Applikation des Immunmodulators Baypamune auf die Immunantwort bei Hunden untersucht 
werden, die nach experimenteller Infektion mit COPV das klinische Bild der COP entwickelt 
hatten. Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden denen einer Plazebo-behandelten 
Kontrollgruppe gegenübergestellt. Von besonderem Interesse war hierbei die humorale 
Immunantwort auf die COPV-Infektion, sowie die Untersuchung einer möglichen Persistenz 
von COPV-DNA nach vollständiger Regression der Papillome. Die Untersuchung der 
Genexpression der Zytokine IL-18, TNFα und INFγ in PBMCs sollte einen weiteren in vivo 
Einblick in den Wirkmechanismus von Baypamune ermöglichen.  
4.1 Persistenz von COPV-DNA nach Regression der Papillome 
Am Ende der in vivo-Phase der Studie (Tag 147 p.i.) wurde jedem Versuchshund 
jeweils ein Bioptat aus einem nicht-infizierten Bereich der Maulschleimhaut und eines aus 
dem Bereich eines ehemaligen Papilloms entnommen. Die isolierte DNA wurde mittels PCR 
und/oder nested-PCR auf COPV-DNA untersucht. Zu diesem Zeitpunkt war die optische 
Regression der Papillome bei 10 von 12 Hunden vollständig abgeschlossen. Bei jeweils einem 
Hund der Baypamune- (Hund 1) und der Plazebo-Gruppe (Hund 5) war noch eine Verdickung 
der Schleimhaut spürbar; histologisch wurde diese als epidermale Hyperplasie mit 
mesenchymaler Proliferation charakterisiert, deren Morphologie einer Narbe entsprach. 
Papillomgewebe war nicht nachweisbar. 
Bei keinem der Hunde traten im Versuchszeitraum Papillome in der nicht-
infizierten Maulseite auf, und in keinem Bioptat der nicht-infizierten Maulschleimhaut wurde 
COPV-DNA gefunden. Offensichtlich hatte sich das Virus nach der Infektion nicht weiter 
ausgebreitet. Die Beobachtung, dass COPV nur selten von der Inokulationsstelle auf einen 
anderen Bereich übergreift, wurde schon 1959 von CHAMBERS und EVANS beschrieben. 
Studien weisen darauf hin, dass Hunde bereits 3 Wochen nach Infektion gegen eine 
Reinfektion mit demselben Virustyp geschützt sind (CHAMBERS et al. 1960; KONISHI et 
al. 1972). Eine Infektion weiterer Schleimhautbereiche zum Zeitpunkt der maximalen 
Entwicklung der Papillome, die mit dem Vorhandensein großer Mengen infektiöser 
Viruspartikel einhergeht, war daher nicht zu erwarten. 
Abhängig vom verwendeten PCR-Protokoll konnte in 4 bzw. 3 der 6 Hunde der 
Plazebo-Gruppe COPV-DNA im Bioptat aus dem Bereich eines ehemaligen Papilloms 




Obwohl mit p > 0,05 nicht von einem statistisch signifikanten Unterschied gesprochen 
werden kann (Abschnitt 3.6.1 und Abschnitt 3.6.2.3), weist dieses Ergebnis doch eine 
Tendenz auf, die in weiteren Versuchen mit einer höheren Anzahl an Probanden näher 
untersucht werden sollte. 
Einen Einfluss auf den Nachweis von DNA könnte der Zeitraum zwischen 
vollständiger Regression der Papillome und der Biopsie-Entnahme haben. Dieser lag jedoch 
sowohl bei den 4 Hunden, bei denen COPV-DNA nachgewiesen wurde, als auch bei den 
Hunden, die in der PCR negativ waren, in einem vergleichbaren Zeitrahmen (4 bis 11 
Wochen respektive 3 bis 12 Wochen; Hund 1 und 5 wurden nicht berücksichtigt, da diese bis 
zum Ende des Versuches das beschriebene Narbengewebe aufwiesen). Ein positives bzw. 
negatives PCR-Ergebnis kann folglich nicht durch die Zeitspanne zwischen Regression der 
Papillome und der Biopsie erklärt werden.  
Allgemein ist bekannt, dass das Genom von Papillomviren noch lange Zeit nach 
Regression der Läsionen nachgewiesen werden kann. SELVAKUMAR et al. (1997) wiesen 
beim Kaninchen mittels PCR und anschließendem Southern blot CRPV-DNA noch 17 
Monate nach Regression der Papillome nach. Auch das Genom bestimmter onkogener HPV-
Typen konnte mittels „Hybrid capture HPV DNA Test“ oder PCR häufig noch in 
zytologischen Proben der Zervix nach Regression pathologischer zytologischer Befunde 
nachgewiesen werden (SCHIFFMAN et al. 2002).  
Beim Hund konnten NICHOLLS et al. (2001a) COPV-DNA bereits eine Woche 
nach Regression der Papillome im Bereich der Maulschleimhaut nicht mehr mittels in situ-
Hybridisierung nachweisen. Mit Hilfe der wesentlich sensitiveren PCR-Technik gelang 
jedoch der Nachweis noch in Proben, die bis zu 86 Wochen nach Regression der Papillome 
genommen worden waren (MOORE et al. 2002a). Dies zeigt, ebenso wie die Ergebnisse der 
hier vorgestellten Arbeit, dass bei experimentell infizierten Hunden das Immunsystem in der 
Regel nicht alle infizierten Zellen während und nach der Regression der Papillome 
eliminieren kann. Die Bedeutung dieser möglicherweise lebenslangen Persistenz von COPV-
DNA für den Hund ist jedoch unklar. Eine Rekurrenz von Läsionen aufgrund der Aktivierung 
latenter Virus-DNA, wie sie typisch für die Rekurrente Respiratorische Papillomatose (RRP) 
des Menschen (HPV-6 und HPV-11) ist (ABRAMSON et al. 2004; SHYKHON et al. 2002), 
tritt beim normalen Verlauf der COP nicht auf. Auch ist momentan noch nicht bekannt, ob in 
den COPV-DNA-haltigen Wirtszellen virale Transkripte gebildet werden. Die 
Nachweisbarkeit von COPV-DNA über Monate in der Maulschleimhaut, einem Gewebe, das 




Replikation erfordern. Als Alternative dazu könnte die virale DNA im Wirtsgenom integriert 
vorliegen. Eine diesbezügliche Untersuchung der Bioptate war jedoch aufgrund der geringen 
Kopienzahlen der COPV-DNA nicht möglich.  
Im Gegensatz zur Studie von MOORE et al. (2002a), in der bei allen 
Versuchshunden COPV-DNA nachgewiesen werden konnte, waren in der hier vorgestellten 
Untersuchung nicht nur die Bioptate der mit Baypamune behandelten Gruppe negativ, 
sondern auch diejenigen von 2 bzw. 3 Hunden der Kontrollgruppe. Wie in dieser Arbeit 
anhand der Abweichung zwischen den zwei PCR-Protokollen gezeigt werden konnte, spielt 
die Wahl des Testverfahren eine nicht zu unterschätzende Rolle. Bei MOORE et al. (2002a) 
wurde die gesamte Maulschleimhaut für die DNA-Isolierung verwendet, wohingegen in 
dieser Studie aus Gründen des Tierschutzes lediglich ein Bioptat mit einem Durchmesser von 
6 mm aus dem Bereich eines ehemaligen Papilloms entnommen wurde. Die Gewissheit, dass 
alle ehemals infizierten Schleimhautbereiche „mitverarbeitet“ worden waren, hatte man in 
dieser Studie deshalb nicht. Auch die eingesetzte DNA-Menge sowie ein möglicher 
Sensitivitätsunterschied der verwendeten PCR-Protokolle sind kritisch zu diskutieren. Es 
scheint jedoch unwahrscheinlich, dass ein methodische Fehler die PCR-Ergebnisse bezüglich 
Kontroll- und Baypamune-Gruppe in der vorliegenden Arbeit beeinflusste, da alle Proben mit 
der gleichen Technik untersucht wurden. Die unterschiedlichen Ergebnisse in den beiden 
Versuchsgruppen können auch nicht durch die Begleiterkrankungen einiger der Versuchsunde 
erklärt werden. Der Vergleich der Ergebnisse der am Tag 21 p.i. erkrankten Hunde mit den 
übrigen Tieren der jeweiligen Behandlungsgruppe zeigt, dass diese sich wie die übrigen 
Hunde ihrer Gruppe verhielten: Trotz klinischer Auffälligkeiten konnte bei den Hunden 1, 4, 
9 und 13 (Baypamune-Gruppe) keine COPV-DNA nachgewiesen werden, während Hund 2, 
Hund 7 und Hund 12 mit einem negativen und zwei positiven Befunden als typische Vertreter 
der Plazebo-Gruppe anzusehen sind.  
Zusammenfassend deutet das Ergebnis der Untersuchung der Bioptate auf COPV-
DNA darauf hin, dass die wiederholte therapeutische Gabe des Immunmodulators 
Baypamune die Eliminierung COPV-infizierter Zellen unterstützen kann. 
4.2 Resultate der Zytokin-Bestimmung auf mRNA-Ebene 
Verschiedene in vivo-Studien in unterschiedlichen Tierspezies konnten zeigen, 
dass die prophylaktische und metaphylaktische Verabreichung von Baypamun 
(Vorgängerprodukt von Baypamune) die Immunabwehr zu fördern vermag und damit die 
Empfänglichkeit für bestimmte Pathogene herabsetzen kann. Der zugrunde liegende 




auch heute noch nicht vollständig geklärt. Neuere in vitro Untersuchungen an porcinen 
PBMCs (FACHINGER et al. 2000a, b) führten zu der Schlussfolgerung, dass die Wirkung 
von iPPVO hauptsächlich durch eine Aktivierung von T-Helferzellen zustande kommt, die 
auf diese Stimulierung mit einer erhöhten Sekretion wichtiger immunmodulatorischer und 
antiviral wirksamer Zytokine wie z.B. IFNγ reagieren. Im Mausmodell führte die Injektion 
von iPPVO Stamm D1701 zu einer vorrübergehend erhöhten Expression der mRNA von 
TH1-Zytokinen wie IL-12, IL-18, INFγ und TNFα, die von einer Hochregulierung von IL-4 
mRNA gefolgt wurde (WEBER et al. 2003). 
Um die immunmodulierende Wirkung von Baypamune bei einer der Zieltierarten 
des Arzneimittels in vivo näher zu charakterisieren, wurde im COPV-Modell die Expression 
ausgewählter TH1-Zytokine in PBMCs auf mRNA-Ebene untersucht. Dabei wurde den mit 
COPV infizierten Hunden an den Tagen 0 (pre infectionem), 14, 28, 42, 49, 56, 63, 70 und 77 
p.i. Blut entnommen und die PMBCs mittels quantitativer real-time RT-PCR auf mRNA der 
Zytokine IL-18, INFγ und TNFα untersucht. Der Blutentnahme an den Tagen 49 bis 77 p.i. 
war ca. 24 Stunden zuvor die Behandlung mit Baypamune bzw. dem Kontrollpräparat 
vorausgegangen. 
Mittels two-step RT-PCR konnte in der überwiegenden Anzahl der Proben IL-18-
mRNA nachgewiesen werden. Gewertet wurden – wie auch bei der Untersuchung auf TNFα- 
und INFγ-mRNA - nur solche Proben, bei denen die mRNA des house-keeping Gens ARP-3 
nachweisbar war. Der Nachweis von IL-18-mRNA bei den einzelnen Hunden variierte 
zwischen den einzelnen Zeitpunkten der Probenentnahme. Allerdings war weder bezogen auf 
den Infektionsverlauf noch im Vergleich zwischen der Baypmune-Gruppe und der Plazebo-
Gruppe ein bestimmtes Muster erkennbar. CHAMIZO et al. (2001) untersuchten PBMCs von 
3 gesunden Beaglen auf verschiedene Zytokin-mRNAs mittels two-step RT-PCR, wobei bei 
dieser die Umschreibung der RNA in cDNA mittels spezifischer Primer erfolgte. Bei diesen 
Untersuchungen konnte IL-18-mRNA in den PBMCs aller 3 Hunde nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse beider Studien zeigen, dass IL-18-mRNA offensichtlich bei gesunden wie 
auch an COP erkrankten Hunden in der Regel in einer solchen Menge exprimiert wird, dass 
sie mittels two-step RT-PCR sicher nachgewiesen werden kann. 
TNFα-mRNA ließ sich nur in weniger als der Hälfte aller Proben nachweisen; bei 
2 Tieren (Hund 2 aus der Plazebo-Gruppe und Hund 3 aus der Baypamune-Gruppe) war keine 
der auswertbaren Proben positiv. Die sehr späte und geringgradige Fluoreszenzzunahme in 
der real-time PCR lässt den Schluss zu, dass der Gehalt an TNFα-mRNA selbst bei den 




PCR lag. Bezüglich der Zeitpunkte der Probenentnahme im Infektionsverlauf oder der 
Gruppenzugehörigkeit der Hunde war jedoch auch hier kein Muster erkennbar. Im Gegensatz 
zu einer Studie von GRÖNE et al. (1998), in der mittels two-step RT-PCR TNFα-mRNA 
ausschließlich in Proben von an Staupe erkrankten Hunden nachgewiesen werden konnte, war 
in der hier vorgestellten Studie TNFα-mRNA auch bei gesunden Hunden (Tag 0) 
nachweisbar.  
Im Gegensatz zu den bisher diskutierten Zytokinen konnte IFNγ-mRNA in keiner 
Probe mittels two-step RT-PCR nachgewiesen werden. Die mRNA dieses Zytokins scheint 
folglich zumindest bei diesen Hunden sowohl vor Infektion als auch während der klinischen 
COP nur in sehr geringen Mengen vorhanden gewesen zu sein. Auch GRÖNE et al. (1998) 
konnten weder in Proben von an Staupe erkrankten Hunden noch in denen der Kontrollhunde 
(gesunde Tiere und Tiere mit anderen Erkrankungen) Transkripte von INFγ nachweisen. 
Auch SANTOS-GOMES et al. (2002) gelang der Nachweis von INFγ-mRNA in 
unstimulierten PBMCs gesunder Hunde nicht. 
Die rein qualitative Bestimmung der Zytokine auf mRNA-Ebene war ganz 
offensichtlich nicht die geeignete Methode, um in diesem Versuch mögliche Unterschiede 
zwischen der Baypamune-Gruppe und der Plazebo-Gruppe nachzuweisen. Deshalb sollten die 
nachgewiesenen Mengen von IL-18-, TNFα- und INFγ-mRNA relativ in Bezug auf die 
mRNA des house-keeping Gens ARP-3 quantifiziert werden. Mit den hier beschriebenen two-
step RT-PCRs war dies aufgrund zusätzlicher Unspezifitäten in der Fluoreszenzmessung 
leider nicht möglich; auch weitere Etablierungsschritte brachten nicht bei allen two-step RT-
PCRs den gewünschten Erfolg (Ergebnisse nicht gezeigt). Aus diesem Grunde wurde die 
Untersuchung der interessantesten Probenzeitpunkte [vor der Infektion (Tag 0) und im 
Bereich der Medikation (Tag 42, 49, 56 und 77 p.i.)] mittels der neu etablierten one-step RT-
PCRs wiederholt. Die Primer für das jeweilige Zytokin wurden beibehalten, als wesentlichen 
Unterschied zur two-step RT-PCR wurde jedoch die RNA bereits im RT-Schritt spezifisch 
umgeschrieben. Mit dieser Methode konnten IL-18-mRNA und TNFα-mRNA in allen Proben 
nachgewiesen werden. Die Schmelzkurve zeigte keine maßgeblichen Unspezifitäten, so dass 
unter Verwendung von ARP-3 eine relative Quantifizierung (Standardkurven-Methode) 
möglich war. Es zeigte sich, dass das Niveau der relativen mRNA-Expression beider Zytokine 
individuelle Unterschiede zwischen den Hunden aufwies und auch bei den Proben 
unterschiedlicher Zeitpunkte desselben Hundes schwankte. Ein bestimmtes Muster, das einen 
Einfluss von Baypamune auf die Zytokin-mRNA-Expression vermuten ließ, war jedoch nicht 




„Ausreißer“ auf: Die Probe von Hund 1 (Baypamune) am Tag 0 sowie die Probe von Hund 6 
(Plazebo) am Tag 42 p.i. wiesen auffallende hohe relative Zytokinlevel auf. Da bei der one-
step RT-PCR eine besonders hohe oder niedrige Effizienz bei der Reversen Transkription zu 
einer starken Abweichung im Endergebnis führen kann, ist nicht auszuschließen, dass es sich 
bei den „Ausreißern“ um einen methodisch bedingten Fehler handelte.  
Der Untersuchung auf INFγ-mRNA mittels one-step RT-PCR verlief in einer 
großen Anzahl, aber nicht in allen Proben positiv. Da die Fluoreszenzkurve in der real-time 
RT-PCR bei den positiv gewerteten Proben erst in den letzten Zyklen geringgradig anstieg 
und keinen typischen „Kurvenverlauf“ zeigte, wurde auf die relative Quantifizierung der 
Proben verzichtet. Die rein qualitative Auswertung der Proben zeigte große Unterschiede 
zwischen den einzelnen Hunden in Anzahl und Zeitpunkt der positiven Proben, ergab jedoch 
keinen Hinweis auf einen gruppenspezifischen Unterschied. 
Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten one-step RT-PCRs im Vergleich 
zu den zuvor eingesetzten two-step RT-PCRs sowohl sensitiver als auch spezifischer waren. 
Ihr methodisch bedingter Nachteil, dass Abweichungen in der Effizienz der Reversen 
Transkription bei den einzelnen Proben nicht durch Vergleich mit dem house-keeping Gen 
ausgeglichen werden konnten, wurde zu Gunsten der erhöhten Sensitivität und Spezifität in 
Kauf genommen. Die hier diskutierten Ergebnisse bestätigen, dass es prinzipiell möglich ist, 
mittels RT-PCR mRNA verschiedener Zytokine in unstimulierten caninen PBMCs 
nachzuweisen und auch zu quantifizieren. Die Hypothese, dass Baypamune in vivo bei an 
COP erkrankten Hunden in PBMCs zu einer erhöhten Expression von mRNA der Zytokine 
IL-18, INFγ und TNFα führt, konnte in dieser Arbeit allerdings nicht bestätigt werden. Damit 
ist jedoch nicht gezeigt, dass die Gabe von Baypamune beim Hund in vivo nicht zu einer 
erhöhten Zytokinexpression führt. Es ist möglich, dass der Zeitraum zwischen Baypamune-
Applikation und Blutentnahme mit 24 Stunden für die untersuchten Zytokine falsch gewählt 
worden war. Beim Hund sind weder in vivo noch in vitro Studien beschrieben, in welchen die 
Zytokinexpression im Blut nach Baypamune-Gabe untersucht wurde, so dass bezüglich des 
Zeitpunktes der Blutentnahme die Empfehlungen der Firma Bayer AG übernommen wurden. 
Neue Untersuchungen an BALB/cJ-Mäusen mit dem iPPVO Stamm D1701 (demselben 
Stamm, der in Baypamune enthalten ist) zeigten bereits 6 Stunden nach Verabreichung einen 
hohen Anstieg der mRNA-Spiegel verschiedener TH1-Zytokine in Leber, Lymphknoten und 
in Zellen, die mittels Peritoneal-Lavage gewonnen wurden (WEBER et al. 2003). Das Niveau 
der mRNA-Spiegel dieser Zytokine sank während der folgenden Stunden und näherte sich je 




an (z.B. INFγ-mRNA-Spiegel in Zellen der Peritoneal-Lavage) oder blieb noch deutlich 
erhöht (z.B. INFγ-mRNA-Spiegel in Lymphknoten). Hinzu kommt, dass zu einem frühen 
Zeitpunkt des Versuches (Tag 21 p.i.) bei drei Hunden aus der Baypamune-Gruppe und zwei 
Hunden aus der Plazebo-Gruppe eitriger Augen- und Nasenausfluss, bei den weiblichen 
Tieren auch eine Vaginitis beobachtet wurde (Abschnitt 3.5). Hund 1 (Baypamune-Gruppe) 
wies während der gesamten Versuchsdauer immer wieder Symptome auf. Ob, und wenn ja, 
wie diese Erkrankungen die Zytokin-mRNA-Expression und damit die Ergebnisse beeinflusst 
haben, ist nachträglich nicht zu klären. 
Um eine bessere Vorstellung von der Wirkung von Baypamune im Hundemodell 
zu bekommen, wäre es sinnvoll, zuerst eine „Proof of Concept“-Studie an gesunden Hunden 
durchzuführen und in diesem Rahmen die Blutentnahme nicht nur einmalig, sondern in 
unterschiedlichen Zeitabständen nach der Medikation durchzuführen. Hier sollte die 
Gelegenheit genutzt werden, ein möglichst breites Spektrum an Zytokinen (TH1- und TH2- 
Zytokine) zu untersuchen. Darüberhinaus wäre es interessant, die Zytokinspiegel der mit 
Baypamune-behandelten Hunde vergleichend sowohl in vivo als auch nach Kultivierung und 
Stimulierung der PBMCs (ex vivo) zu analysieren. 
Als alternative Untersuchungsmethoden zur RT-PCR wären die Analyse mittels 
FACS oder ELISpot denkbar. Diese beiden Untersuchungsmethoden weisen eine 
Zytokinexpression auf Proteinebene nach. Da hinreichend belegt ist, dass der mRNA-Spiegel 
eines Zytokins, wie er mittels RT-PCR gemessen wird, nicht unbedingt aussagekräftig für die 
tatsächliche Menge an exprimiertem Protein ist, kann dies ein Vorteil sein. Da die benötigten 
Reagenzien (vor allem Hunde-spezifische Antikörper) jedoch nicht zur Verfügung standen, 
konnten in der vorliegenden Arbeit vergleichende Untersuchungen zur RT-PCR nicht 
durchgeführt werden. 
4.3 Untersuchung der COPV-spezifischen humoralen Immunantwort 
Die humorale Immunantwort der Versuchshunde auf die experimentelle Infektion 
mit COPV wurde mit Hilfe eines eigens dafür entwickelten Capture-ELISAs untersucht, bei 
dem als Antigen COPV L1-VLPs eingesetzt wurden. Das COPV L1-Protein wurde im 
Baculovirus-System exprimiert und im Anschluss mittels Gradientenzentrifugation 
aufgereinigt. Das L1-Protein von Papillomviren lagert sich, wenn es in eukaryoten 
Zellsystemen exprimiert wird, zu VLPs zusammen (KIRNBAUER et al. 1992; YUAN et al. 
2001). Diese VLPs sind hoch immunogen (KIRNBAUER et al. 1992) und können die 
Bildung neutralisierender Antikörper hervorrufen (ROSE et al. 1994). Bereits 1994 




infektiöse Viren als Antigen im ELISA zu ersetzen. Da sich HPV auch heute noch abhängig 
vom Genotyp nicht oder nur mit erheblichem Aufwand in vitro oder in Tiermodellen 
vermehren lässt, ermöglichte erst diese Erkenntnis die Durchführung breit angelegter 
epidemiologischer Studien über die Verbreitung von HPV in unterschiedlichen 
Bevölkerungsgruppen (HEIM et al. 1995a, b; KIRNBAUER et al. 1994, 1996; 
NONNENMACHER et al. 1995; PETTER et al. 2000). Bei dem in dieser Arbeit entwickelten 
ELISA, welcher auf COPV L1-VLPs als Antigen beruht, wurde diese Technik erstmals und 
mit Erfolg für den Nachweis von COPV-Antikörpern angewendet. 
Die Seren aller Hunde vom Tag 0 wiesen einen als negativ einzustufenden 
normalisierten OD-Wert (ODN-Wert) auf. Der Mittelwert der Hunde, die im Verlauf der 
Studie mit Baypamune behandelt wurden (MWBODN = 0,212) unterschied sich zu diesem 
Zeitpunkt (Tag 0) nur geringgradig von dem der Plazebo-Gruppe (MWPODN = 0,209). Bis 
einschließlich Tag 49 p.i. blieb bei allen Hunden der ODN-Wert im als negativ bewerteten 
Bereich (MWBODN = 0,180; MWPODN = 0,192), obwohl bereits ab Tag 28 p.i. bei der 
Mehrzahl der Hunde die ersten Papillome sichtbar bzw. fühlbar waren (persönliche Mitteilung 
Maren März, Leipzig, 2002). Die Beobachtung, dass die Bildung der Papillome der 
Antikörperbildung vorausgeht, wurde auch von STANLEY et al. (2001) beschrieben.  
Hund 11, der zum Zeitpunkt der Gruppeneinteilung keine Papillome aufwies, 
wurde aus dem Versuch genommen und nicht behandelt. Einige Wochen später entwickelte 
sich jedoch auch bei diesem Hund an einer der infizierten Stellen ein sehr kleines Papillom, 
welches jedoch nicht zur vollen Ausprägung gelangte und sich innerhalb kurzer Zeit wieder 
zurückbildete. Dies zeigt, dass auch Hund 11 für COPV empfänglich war. Die ELISA-Werte 
am Tag 0 lagen im Bereich der übrigen Versuchstiere, so dass nicht von einem Schutz durch 
neutralisierende Antikörper ausgegangen werden kann. Im weiteren Versuchsverlauf 
verhielten sich die Antikörperspiegel von Hund 11 ähnlich denen der Tiere der Plazebo-
Gruppe (Ergebnisse nicht gezeigt). Der untypische Infektionsverlauf ist wahrscheinlich auf 
einen Fehler bei der Virusinokulation zurückzuführen. 
Die Behandlung der Versuchshunde begann am Tag 48 p.i. und wurde an den 
Tagen 50, 55, 62, 69 und 76 p.i. wiederholt. Interessanterweise zeigten in diesem Zeitraum 
(ab Tag 56 bzw. 63 p.i.) 5 der 6 Hunde der Baypamune-Gruppe einen deutlichen Anstieg der 
normalisierten ODN-Werte. Die 6 Hunde der Plazebo-Gruppe sowie der 6. Hund der 
Baypamune-Gruppe wiesen zu diesem Zeitpunkt entweder keinen oder nur einen 
geringradigen Anstieg auf. Bis zum Tag 98 p.i., dem letzten Datum, von dem Serumproben 




Ausnahme von Hund 13 durchweg einen höheren ODN-Wert auf als die der Plazebo-Gruppe. 
Gegen Ende des Versuches kam es bei den Hunden beider Gruppen zu einem erneuten 
Anstieg der ODN-Werte, welcher bei den Hunden der Plazebo-Gruppe stärker ausgeprägt war 
als der erste Anstieg, der zudem nicht bei allen Hunden feststellbar war. Bei allen Hunden lag 
der ODN-Wert zum Zeitpunkt der Bioptat-Entnahme (Tag 147 p.i.) über dem Wert von Tag 0. 
Der genaue Zeitpunkt des Anstiegs war nur für diejenigen Hunde zu ermitteln, von denen 
zusätzliche Serumproben zur Verfügung standen (Tag 126 p.i. für Hund 1 und Hund 10 aus 
der Baypamune-Gruppe und Hund 5 und Hund 7 aus der Plazebo-Gruppe). Der Bereich, in 
dem die ODN-Werte zum Zeitpunkt des Versuchsendes lagen, unterschied sich zwischen den 
beiden Gruppen kaum. Baypamune scheint demnach eine frühe und starke humorale 
Immunantwort gegen COPV zu begünstigen; die endgültige Titerhöhe wird jedoch nicht 
beeinflusst. 
Bis heute ist keine größere Studie über den Verlauf der COPV L1-Antikörper-
Bildung nach experimenteller Infektion mit COPV veröffentlicht, jedoch wurden im Rahmen 
unterschiedlicher Fragestellungen auch Seren von Kontrollhunden vor und nach 
experimenteller Infektion untersucht (GHIM et al. 2000; STANLEY et al. 2001). STANLEY 
et al. (2001) beobachteten einen Anstieg von COPV-Antikörpern in der Kontrollgruppe 
bereits 4 Wochen nach Infektion, die höchsten Antikörpertiter wurden ca. 10 Wochen p.i. 
erreicht. Im Anschluss sank der Antikörperspiegel geringgradig ab und blieb bis zum Ende 
der Studie (12 Wochen nach Infektion) auf dieser Höhe. GHIM et al. (2000) beschrieben 
einen schnellen Anstieg der COPV-Antikörper der Kontrollgruppe bei Rückbildung der 
Papillome. Vom zeitlichen Ablauf würde dies in etwa mit dem ersten Anstieg der ODN-Werte 
des hier beschriebenen Versuches korrelieren. Allerdings trat dieser deutlich nur bei 5 von 6 
Hunden der Baypamune-Gruppe auf. In der Plazebo-Gruppe war bei einigen Hunden kein, bei 
anderen ein geringgradiger Anstieg mit anschließendem Rückgang der Antikörperspiegel 
feststellbar. In den genannten Publikationen werden die Antikörpertiter nach COPV-Infektion 
(mittels Vollvirus-ELISA bestimmt) als gering, aber schützend beschrieben (GHIM et al., 
2000). Ein Vergleich der Titerhöhen mit den Ergebnissen dieser Studie ist aufgrund der 
unterschiedlichen Testsysteme nicht möglich. 
Interessanterweise zeigte sich spät im Infektionsverlauf und zu einem Zeitpunkt, 
bei dem die Regression der Papillome bei der Mehrzahl der Hunde bereits vollständig 
abgeschlossen war, ein weiterer Anstieg der ODN-Werte. Selbst Hunde, deren ODN-Werte 
keinen oder nur einen geringgradigen ersten Anstieg zeigten, wiesen am Tag 147 p.i. einen 




COPV-Infektion darstellte oder auf eine Reinfektion hinweist, welche klinisch nicht sichtbar 
war, kann nur spekuliert werden. Leider ist hierzu ein Vergleich mit publizierten Studien 
nicht möglich, da in diesen keine Untersuchungen von Serumproben zu einem ähnlich späten 
Zeitpunkt nach experimenteller Infektion durchgeführt worden waren. 
Weitere Untersuchungen mit größeren Tierzahlen sowie die Untersuchung von 
Seren mittels COPV L1-VLP- und Vollvirus-ELISA könnten diese Fragen klären. Im 
Gegensatz zum COPV L1-VLP-ELISA werden im Vollvirus-ELISA auch Antikörper 
nachgewiesen, die gegen das zweite Strukturprotein L2 gerichtet sind. Mit diesen 
Untersuchungen könnte geklärt werden, ob die Antikörper gegen die beiden Strukturproteine 
zu gleichen oder unterschiedlichen Zeitpunkten gebildet werden. Interessant wäre zudem, 
Versuche mit unterschiedlichen Hunderassen durchzuführen. In den genannten Studien 
wurden die Untersuchungen ausnahmslos mit Beaglen durchgeführt (GHIM et al. 2000; 
STANLEY et al. 2001), wohingegen in der hier beschriebenen Untersuchung Labrador-
Retriever als Versuchshunde eingesetzt worden waren. 
4.4 Ausblick: Mögliche weitere Einsatzmöglichkeiten für Baypamune 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der in der spezifischen 
Produktbeschreibung dargestellte Effekt von Baypamune auf die mRNA-Expression von IL-
18, TNFα und INFγ in dieser in vivo Studie in peripheren Blutzellen nicht nachvollzogen 
werden konnte. Diese Diskrepanz kann wahrscheinlich durch die unterschiedlichen 
Versuchsbedingungen erklärt werden. Die weiteren Daten zeigen jedoch, dass die wiederholte 
therapeutische Behandlung mit Baypamune zu einem schnelleren Anstieg der Antikörper 
gegen das Hauptstrukturprotein L1 von COPV führte. Zudem unterstützte Baypamune 
erfolgreich das Immunsystem bei der Beseitigung persistenter Papillomvirus-DNA. Da der 
beobachtete Einfluss von Baypamune auf die humorale wie auch die zelluläre Immunität über 
Zytokine erfolgt, muss von einem Effekt auf die Zytokinexpression ausgegangen werden. 
Dieser sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
Die Ergebnisse dieser Studie lassen zwei mögliche zukünftige 
Einsatzmöglichkeiten von Baypamune erkennen: Zum einen weisen die Ergebnisse der 
COPV-L1-PCR darauf hin, dass der Immunmodulator Baypamune das Immunsystem der 
Hunde dabei unterstützte, im Zuge der Regression der Papillome COPV-infizierte Zellen zu 
eliminieren. Sollten nachfolgende Studien mit größeren Tierzahlen dies bestätigen, so wäre 
die therapeutische Gabe von Baypamune bei denjenigen Papillomvirus-Erkrankungen zu 
erwägen, bei denen die Persistenz von Papillomvirus-DNA klinisch eine Rolle spielt. Im 




es sich um eine semimaligne Erkrankung der Equiden, die durch eine Infektion mit BPV-1 
und BPV-2 verursacht wird (CHAMBERS et al. 2003). Die Läsionen – sehr variabel in Größe 
und Ausprägung - bilden sich nur selten spontan zurück (BROSTRÖM et al. 1979) und 
können sich als außerordentlich resistent gegen unterschiedlichste Therapiemethoden 
erweisen. Häufig tritt eine Rezidivierung der Läsionen nach chirurgischer Entfernung auf. 
CHAMBERS et al. (2003) und MARTENS et al. (2001) zeigten, das die Wahrscheinlichkeit 
hierfür bei Tieren erhöht war, deren Haut im Anschlussbereich des Papilloms BPV-DNA 
enthielt (MARTENS et al. 2001).  
In der Humanmedizin spielt die Persistenz von Papillomvirus-DNA bei einer 
Reihe von Krankheitsbildern eine entscheidende Rolle. Die RRP ist eine Erkrankung, die mit 
Papillomen im Bereich des Larynx, in selteneren Fällen auch der Trachea und Lunge 
einhergeht. Verursacht wird sie hauptsächlich durch HPV-6 und HPV-11 (SHYKHON et al. 
2002). Bei der schweren Form der Erkrankung kann nur die wiederholte chirurgische 
Entfernung der Gewebemassen eine Blockade der Luftwege verhindern. Die Aktivierung von 
persistierender HPV-DNA im klinisch unauffälligen Gewebe führt jedoch in der Mehrzahl der 
Fälle zu einer Rekurrenz der Läsionen (ABRAMSON et al. 2004).  
Bezüglich der Entstehung hochgradiger zervikaler intraepitelialer Neoplasien 
konnten CAROZZI et al. (2000) zeigen, dass DNA von high risk HPV-Typen in vielen Fällen 
bereits jahrelang vor deren Entwicklung im Pap Smear nachweisbar war. Sollte sich zeigen, 
dass Baypamune die Eliminierung von Papillomvirus-DNA fördern kann, so könnte die 
Therapie der RRP wirkungsvoll unterstützt sowie der Entwicklung maligner zervikaler 
Neoplasien vorgebeugt werden. 
Die ELISA-Ergebnisse weisen in Richtung einer anderen interessanten neuen 
Anwendungsmöglichkeit. Bei 5 der 6 Versuchsunde stiegen die Antikörperspiegel deutlich 
schneller an als bei den Hunden der Plazebo-Gruppe. Daraus erschließt sich die Möglichkeit, 
durch eine wiederholte Gabe von Baypamune im Zeitraum einer Schutzimpfung die 
Entwicklung schützender Titer zu beschleunigen. Dies wäre zum Beispiel bei Jungtieren 
wünschenswert, die durch maternale Antikörper nicht mehr, durch die Schutzimpfung aber 
noch nicht geschützt und deshalb äußerst anfällig für Infektionskrankheiten sind. Auch bei 
„Notimpfungen“ im Bestand wäre die begleitende Gabe von Baypamune sinnvoll. Zukünftige 
Studien zur Überprüfung dieser These sollten sich jedoch auf inaktivierte Impfstoffe 
konzentrieren, da denkbar ist, dass eine Induktion der Expression von Interferonen, wie sie 
z.B. im Herpes-simplex-Mausmodell beschrieben wurde (WEBER et al. 2003), die Effizienz 
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Das canine orale Papillomvirus (COPV) infiziert hauptsächlich junge Hunde. Tiere, die an 
caniner oraler Papillomatose erkranken, weisen blumenkohl-ähnliche Papillome im Bereich 
der Maulhöhle auf, die sich in der Mehrzahl der Fälle nach vier bis acht Wochen spontan 
zurückbilden. In dieser Studie wurde der Einfluss von Baypamune auf den 
Erkrankungsverlauf, die Immunantwort und die Persistenz des viralen Genoms nach 
experimenteller COPV-Infektion untersucht. Baypamune ist ein Immunmodulator, der das 
Immunsystem antigen-unspezifisch stimuliert; sein genauer Wirkmechanismus ist noch nicht 
geklärt. 
Zwölf Labrador-Retriever im Alter von ca. 15 Wochen wurden mit COPV experimentell im 
Bereich der Maulschleimhaut infiziert. Nach der Entwicklung der ersten Papillome wurde 
allen Hunden sechsmal Baypamune oder ein Plazebopräparat subkutan injiziert. Bei allen 
Hunden bildeten sich die Papillome im Verlauf von mehreren Wochen zurück, klinisch 
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Baypamune- und der Plazebo-Gruppe 
festgestellt werden (Klinik für Kleintiere, Universität Leipzig). Vor der experimentellen 
Infektion und 24 Stunden nach Plazebo- bzw. Baypamune-Gabe wurden Blutproben 
entnommen, in denen mittels quantitativer real-time RT-PCR der mRNA-Gehalt der Zytokine 
IL-18, TNFα und INFγ bestimmt wurde. In allen Proben wurde IL-18- und TNFα-mRNA 
nachgewiesen. Beobachtete Unterschiede im mRNA-Gehalt korrelierten jedoch nicht mit der 
vorherigen Behandlung mit einem bestimmten Präparat. INFγ-mRNA wurde in einigen, aber 
nicht in allen Proben detektiert. Ein Muster bezüglich der Behandlungsgruppe oder des 
Studientages war hier ebenfalls nicht erkennbar. 
Serumproben wurden in wöchentlichen Abständen vom Tag der Infektion bis zur Regression 




wurden mittels eines dafür entwickelten COPV Capture ELISAs auf IgG-Antikörper gegen 
das Hauptstrukturprotein L1 von COPV untersucht. Die hierbei ermittelten Titer derjenigen 
Hunde, die mit Baypamune behandelt wurden, stiegen deutlich früher an als die der Plazebo-
Gruppe. Am Ende der Studie waren jedoch die Titer in beiden Behandlungsgruppen ähnlich 
hoch.  
Einundzwanzig Wochen nach experimenteller Infektion wurden allen Hunden an zwei Stellen 
der Maulschleimhaut Bioptate entnommen: Ein Bioptat stammte aus einem Bereich, an dem 
sich zuvor ein Papillom befunden hatte, das andere von einer nicht-infizierten Stelle. Mittels 
PCR wurden die Proben auf das Vorhandensein persistierender COPV-DNA untersucht. Alle 
Proben, die von nicht-infizierten Stellen stammten, waren negativ. In den Bioptaten, die aus 
dem Bereich eines zurückgebildeten Papilloms entnommen worden waren, konnte abhängig 
vom verwendeten PCR-Protokoll in drei beziehungsweise vier von insgesamt sechs Hunden 
der Plazebo-Gruppe COPV-DNA nachgewiesen werden. In keinem Hund der Baypamune-
Gruppe wurde COPV-DNA detektiert. 
Aus den hier vorgestellten Daten kann geschlossen werden, dass die wiederholte 
therapeutische Behandlung mit Baypamune zu einem schnelleren Anstieg der humoralen 
Immunantwort gegen das Hauptstrukturprotein L1 von COPV führt. Zudem konnte gezeigt 
werden, dass Baypamune das Immunsystem bei der Beseitigung persistierender 
Papillomvirus-DNA unterstützen kann. Sollten weitere Versuche mit COPV und anderen 
Papillomviren diesen Effekt bestätigen, könnte die Anwendung von Baypamune bei 
rezidivierenden, persistierenden oder progressiv verlaufenden Papillomvirus-induzierten 
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The canine oral papillomavirus (COPV) mainly infects young dogs. Animals suffering from 
canine oral papillomatosis show cauliflower-like papillomas in the oral cavity which usually 
regress spontaneously within four to eight weeks. This study was designed to investigate the 
influence of Baypamune on the course of the disease, the immune response and the 
persistence of virus specific DNA after experimental COPV infection. Baypamune is an 
immunomodulator which stimulates the immune system in an antigen non-specific way; its 
mode of action is not fully understood yet. 
Twelve Labrador Retrievers aged approximately 15 weeks were challenged with COPV in the 
oral cavity. After the development of papillomas, all dogs were treated six times 
subcutanously with either a placebo or with Baypamune. Papillomas regressed in all dogs 
over a period of several weeks; clinically there was no significant difference between the 
Baypamune group and the placebo group (Clinic for Small Animals, University of Leipzig). 
Blood samples collected prior to challenge and 24 hours after treatment were analysed by 
quantitative real-time RT-PCR for mRNA expression of the TH1 cytokines IL-18, TNFα and 
INFγ. All samples were confirmed positive for IL-18 and TNFα, however the differences in 
mRNA expression levels between the samples of the individual animals could not be linked to 
treatment. Messenger-RNA-expression of INFγ was detected in some but not all samples. A 
pattern related to treatment or day of study, however, was not detectable. 
Serum samples were collected at weekly intervals from day 0 (prior to challenge) until the 
regression of the individual animal´s papillomas and on the final study day (day 147 post 
infectionem). Samples were analysed by a newly developed COPV Capture ELISA for the 
presence of IgG antibodies against the major capsid protein L1 of COPV. The results showed 




of the placebo group. At the end of the study the mean titres of both study groups were 
similar. 
Twenty-one weeks post challenge, all animals were biopsied on two sites of the oral cavity: 
one biopsy specimen was taken from the site of a former papilloma, a second one was 
collected from a non-challenged area. Each biopsy specimen was analysed by PCR for the 
presence of persistent COPV-DNA. None of the biopsy specimens of a non-challenged area 
tested positive. In those specimens collected from an area of a former papilloma, however, 
small amounts of virus-specific DNA were detected in three or four of six placebo animals, 
depending on the PCR protocol used. No COPV-DNA was detected in dogs treated with 
Baypamune. 
In summary, the data show that a repeated therapeutic administration of Baypamune leads to 
an earlier antibody response against the main viral structural protein COPV L1. In addition, 
this study demonstrates that Baypamune may assist the immune system in the elimination of 
persistent papillomavirus DNA. If a similar effect can be demonstrated in patients infected 
with papillomviruses different from COPV, the use of Baypamune may be beneficial during 
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8 Anhang A: Lösungen, Puffer und Medien 
 
Die chemischen Grundstoffe und Medien wurden, wenn nicht durch einen besonderen 
Vermerk gekennzeichnet, von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Roche (Mannheim), Sigma-






 Acrylamid  50% (w/v) 
 Bisacrylamid  0,8 (w/v) 
 
Acrylamid/Bisacrylamid (50:1,5) 
 Acrylamid  50% (w/v) 
 Bisacrylamid  1,5 (w/v) 
 
Ampicillin   100 mg/ml 
 
Anodenpuffer I 
 Tris-Base  300 mM 
 Methanol  20% (v/v) 
 
Anodenpuffer II 
 Tris-Base  25 mM 
 Methanol  20% (v/v) 
 
APS    200 mg/6,6 ml 
 









 a) für Präparation der VLPs: 
  4,7 g CsCl 
  20 mM HEPES, pH 7,4 
  5 mM CaCl2 
  ad 8 ml 
 
 b) für Virusisolierung: 
  1,3 g/ml (in PBS) 
  or 
  1,4 g/ml (in PBS) 
 
Chloronaphtol 
 4-Chloro-1-Naphtol  3 g/l 
 in Methanol 
 
Coomassie-Färbelösung 
 Propanol   25% (v/v) 
 Essigsäure   10% (v/v) 
 Coomassie Brilliant Blue   1% (v/v) 
 
DNA-Ladepuffer, 10 x 
 Bromphenolblau  0,25% 
 Glycerol   50% 
 in TAE 
 
dNTP-Mix 
 dATP    2,5 µM 
 dCTP    2,5 µM 
 dGTP    2,5 µM 








 Propanol   5% (v/v) 
 Essigsäure   7% (v/v) 
 
Ethanol    absolut 
     70% (v/v) 
 
Ethidiumbromid   10 mg/ml 
 
Extraktionspuffer (für Präparation der VLPs) 
 5 mM MgCl2 
 10 mM CaCl2 
 150 mM NaCl 
 0,01% Triton X 100 
 20 mM HEPES, pH 7,4 
 1 mM PMSF 
 
Fixierlösung 
 Propanol   25% (v/v) 
 Essigsäure   10% (v/v) 
 
Glasmilch    50% (w/v) 
 Silica (Sigma S5631), gewaschen mit konz. Salpetersäure, Überstand nach 30 min 
 Sedimentation 
 
IPTG     100 mM 
 
Kathodenpuffer 
 Tris-Base   25 mM 
 6-Aminocapronsäure  40 mM 







Kulturmedium für Insektenzellen 
 FKS    10% (v/v) 
 Penicillin/Streptomycin 1% (v/v) 
 in TNM-FH insect medium (pH 6,2) 
 
Lämmli-Probenpuffer 
 Harnstoff 8M   50% 
 Spacer-Gel-Puffer   20% (v/v) 
 Glycerol   20% (v/v) 
 SDS    2% (w/v) 
 β-Mercaptoethanol  2% (v/v) 
 Bromphenolblau  0,2% (w/v) 
 
Laufpuffer (für Western blot) 
 
LB-Agar 
 Agar    1% (w/v) 
 in LB-Medium 
 
LB-Medium 
 Casein, hydrolysiert  1% (w/v) 
 NaCl    1% (w/v) 
 Hefeextrakt   0,5% (w/v) 
 
Lösung 1 (Resuspensionspuffer) 
 RNase A   100 µg/ml 
 Glucose   50 mM 
 Tris-Base   25 mM 
 EDTA    10 mM 
 pH 8,0 
 
Lösung 2 (Lysispuffer) 
 NaOH    200 mM 





Lösung 3 (Neutralisationspuffer) 
 Natriumacetat   3 M 
 Eisessig   11,5% (v/v) 
 pH 4,8 
 
Natriumiodid-Lösung 
 NaI    6 M 
 Na2O3S   40 mM 
 
New-Waschpuffer 
 Ethanol   50% 
 Tris/HCl, pH 7,5  10 mM 
 NaCl    10 mM 
 EDTA    1 mM 
 
PBS 
 NaCl    136,9 mM 
 Na2HPO4   8,1 mM 
 KCl    2,7 mM 
 KH2PO4   1,5 mM 
 pH 7,2 
 
PBS-Tween 
 Tween 20   0,05% (v/v) in PBS 
 
Penicillin/Streptomycin (PenStrep) 
 Penicillin   10.000 IU/ml 
 Streptomycin   10.000 UG/ml 
 
PMSF     100 mM in Ethanol 
 





Saccharose-Lösung 40% (für Präparation der VLPs) 
 
Sammelgel 
 Spacergel-Puffer  250 µl 
 Acrylamid/Bisacrylamid  
 (50:1,5)   250 µl 
 SDS    10% (w/v) 
 Harnstoff 8M   1,5 ml 
 Aqua bidest.   425 µl 
 Pyronin 5%   2,5 µl 
 TEMED (Bio-Rad, USA) 2,5 µl 
 APS    75 µl 
 
Spacergel-Puffer   
 Tris/Phosphat-Puffer   0,5 M; pH 6,7 
 
Substrat  
a) für ELISA 
 10 ml Na2HPO4 (0,5 M) 
 25 ml Zitronensäure (0,1 M) 
 20 mg Phenylendiamin 
 20 µl H2O2 (30%) 
 Aqua bidest. ad 50 ml 
 
b) für Western blot 
 2 ml Chloronaphtol 
 10 ml PBS 
 10 µl H2O2 (30%) 
 
Tris-Base    300 mM 
 pH 6,7 mit H3PO4 einstellen 
 
TAE, 50 x 




 Eisessig   5,7% (v/v) 
 EDTA    100 mM 
 
TBE, 10 x 
 Tris-Base   1,33 M 
 Borsäure   600 mM 
 EDTA    100 mM 
 pH 8,5 
 
TNM-FH Insect Medium (pH 6,2) 
 
Trenngel 12,5% 
 Resolvin-Puffer  2 ml 
 Acrylamid/Bisacrylamid  
 (50:0,8)   2,5 ml 
 SDS (10% w/v)  100 µl 
 Harnstoff (8M)  3 ml 
 Aqua bidest.   2,165 ml 
 TEMED (Bio-Rad, USA) 10 µl 
 APS    225 µl  
 
Trenngel-Puffer 
 Tris-Base   3 M 
 pH 8,9 
 
Tris/Glycin-Laufpuffer, 5 x 
 Glycin    2 M 
 Tris-Base   0,25 M 
 SDS    0,5% (w/v) 
 
X-Gal 




9 Anhang B: Zusätzliche Tabellen und Abbildungen 
9.1 Identifizierung der Versuchshunde 






Wanda 0136 SW 1 07.03.2001 weiblich 
Louis 0135 SW 1 07.03.2001 männlich 
Paul 0134 SW 1 07.03.2001 männlich 
1 Tätowiernummer 
 
Tab. 8: Identifizierung der Hunde des Hauptversuches 







1 0175 SW 1 15.10.2001 Weiblich A2 
2 0166 SW 1 12.10.2001 Männlich B3 
3 0165 SW 1 12.10.2001 Männlich A 
4 0164 SW 1 12.10.2001 Weiblich A 
5 0163 SW 1 12.10.2001 Männlich B 
6 0167 SW 1 12.10.2001 Männlich B 
7 0176 SW 1 15.10.2001 Weiblich B 
8 0170 SW 1 12.10.2001 Männlich B 
9 0172 SW 1 15.10.2001 Weiblich A 
10 0168 SW 1 12.10.2001 Männlich A 
11 0174 SW 1 15.10.2001 Männlich keine4 
12 0169 SW 1 12.10.2001 Männlich B 
13 0173 SW 1 15.10.2001 Männlich A 
1 Tätowiernummer, 2 Baypamune, 3 Plazebo, 4 Hund 11 wurde wegen fehlender Papillome zum 





Tab. 9: Auflistung der verwendeten Primer 





Lokalisation (nt-nt); GenBank 
accession number in 
Klammern 
Referenz 
COPV L1 P1 CAT CCG AAT TCA TGT CCA CCA ATA GAA 
CTG A 
COPV L1 P2 CAA CTG GAT CCG TCC CTC ACT AGA AAC 
CAG A 
381 bp1 622-1002 (D26115) 
7397-7755 (NC_001619) 
NICHOLLS et al. 
(1999) 
COPV L1 nested P5 GTA GAT ATA GGG TTT GGT GC 
COPV L1 nested P6 TAT CTT  TGG GGA CTG GTT CT 
226 bp2 682-907 (D26115) 
7446-7671 (NC_001619) 
----- 
BAC-1 ATG TTC AGG GAC TTT GGA CG 
BAC-2 ACC AGC CAT CCA GAC AAA AC 
360 bp 1097-1456 (D12816) bzw. 
(AF 307858 + Primer) 
STRAUBINGER et 
al. (1998)  
ARP-1 AAC CGT AGA TGC CAG ACT GAA A 
ARP-2 TGG ATT GTG ACG ACA AAT GCT A 
214 bp3 25-238 (AF307858) 
 
----- 
1 Die letzten 11 nt des 5’-Endes stimmen nicht mit D 26115 überein. Das von der Sequenz amplifizierte Stück abzüglich des veränderten Teiles des Primers 
ist 358 bp gross. Am 5’-Ende sind zusätzliche Sequenzen (Schnittstellen für Restriktionsenzyme) angefügt. 
2 Primer-Bindungsstellen liegen innerhalb des PCR-Produktes der Primer COPV L1 P1 und COPV L1 P2. 




Tab. 9: Fortsetzung 





Lokalisation (nt-nt); GenBank 
accession number in 
Klammern 
Referenz 
INFγ fwd CAT TCA AAG GAG CAT GGA TAC C 
INFγ rev GAC TCC TTT TCC GCT TCC TTA G 
203 bp 369-571 (AF126247) CHAMIZO et al. 
(2001) 
IL-18 P1 ATG GCT GCT AAC CTA ATA GAA GAC 
IL-18 P2 CTA GCT CTT GTT TTG AAC AGT GAA C 
582 bp 1-582 (Y11133) QUINNELL et al. 
(2001) 
IL-18 P3 CCT TTC AGA AAA TGA GTC CTC C 
IL-18 P4 TTT ATC CCC ATT TTC ATC CTT G 
197 bp4 353-549 (Y11133) 
 
----- 
TNFα F1 CTC TTC TGC CTG CTG CAC 
TNFα R1 GCC CTT GAA GAG GAC CTG 
288 bp 150-437 (S74068) STRAUBINGER et 
al. (1998) 
TNFα F2 CCA AAT TGC CTC CAA CTA ATC A 
TNFα R2 ATC GAG GTA CAA CCC ATC TGA C 
213 bp5 201-413 (S74068) 
 
----- 
4 Primer-Bindungsstellen liegen innerhalb des PCR-Produktes der Primer IL-18 P1 und IL-18 P2. 







9.3 Two-step RT-PCR-Protokolle zum Nachweis von mRNA der Zytokine 
IL-18, TNFα, INFγ und des house-keeping Gens ARP-3 
Abb. 36: Two-step RT-PCR-Protokolle zum Nachweis von m-RNA von ARP-3 (A), 
IL-18 (B), TNFα (C) und INFγ (D) unter Verwendung von Gesamt-RNA aus mit 
Baypamune in vitro stimulierten Hunde-Leukozyten. I: Real-time RT-PCR-Lauf; 
II: Schmelzpunktanalyse; P: Positivkontrolle (Plasmid-DNA); N: Negativkontrolle 





























9.4 Abbildungen zur Sensitivitätsbestimmung der verschiedenen two-step RT-






Abb. 38: Verdünnungsreihe des Plasmids pIL-18. A: Real-time PCR-Lauf; B: 
Standardkurve; 108 bis 0: Anzahl der eingesetzten Plasmid-Moleküle pro 
Reaktionsansatz; R, R2: Reaktionskoeffizienten; Efficiency: Reaktionseffizienz; M: 
Schnittpunkt der y-Achse; B: Steigung der Kurve.  
108   106   104   102   100 
0
      108  106  104  102 101 
100, 0 
A                 B 
Abb. 37: Verdünnungsreihe des Plasmids pARP-3. A: Real-time PCR-Lauf; B: 
Standardkurve; 109 bis 0: Anzahl der eingesetzten Plasmid-Moleküle pro Reaktionsansatz; 
R, R2: Reaktionskoeffizienten; Efficiency: Reaktionseffizienz; M: Schnittpunkt der y-









108    106  104   102   100 
0
 A                  B 
Abb. 40: Verdünnungsreihe des Plasmids pINFγ. A: Real-time PCR-Lauf; B: 
Standardkurve; 108 bis 0: Anzahl der eingesetzten Plasmid-Moleküle pro Reaktionsansatz; 
R, R2: Reaktionskoeffizienten; Efficiency: Reaktionseffizienz; M: Schnittpunkt der y-
Achse; B: Steigung der Kurve.  
108   106   104   102 101 
100,0 
 
Abb. 39: Verdünnungsreihe des Plasmids pTNFα. A: Real-time PCR-Lauf; B: 
Standardkurve; 108 bis 0: Anzahl der eingesetzten Plasmid-Moleküle pro Reaktionsansatz; 
R, R2: Reaktionskoeffizienten; Efficiency: Reaktionseffizienz; M: Schnittpunkt der y-




9.5 Auswertung der two-step RT-PCRs 
Tab. 10: Auswertung der two-step RT-PCRs auf das Vorhandensein von IL-18-mRNA. 
 Gruppe A (Baypamune) Gruppe B (Plazebo) 
d.p.i.1 Hd21 Hd3 Hd4 Hd9 Hd10 Hd13 Hd2 Hd5 Hd6 Hd7 Hd8 Hd12
0 +3 + + + -4 - + + + + + + 
14 + + + + + + + + + + + + 
28 + + + + + - + + + + + + 
42 + + + + - + + + + + + + 
49 + - + + - + - + + + + + 
56 + + + + - + n.a.5 + + - - + 
63 + + + + - + - + - - + + 
70 + - + + + + - + + n.a. + - 
77 + - + + + + n.a. n.a. + + - - 
1 dies post infectionem (Tage nach Infektion), 2 Hund, 3 positiv, 4 negativ, 5 nicht auswertbar. 
 
Tab. 11: Auswertung der two-step RT-PCRs auf das Vorhandensein von TNFα-mRNA. 
 Gruppe A (Baypamune) Gruppe B (Plazebo) 
d.p.i.1 Hd21 Hd3 Hd4 Hd9 Hd10 Hd13 Hd2 Hd5 Hd6 Hd7 Hd8 Hd12
0 +3 -4 + + - + - + + + + + 
14 - - - - + - - + - - + + 
28 + - - + - + - + + - + + 
42 + - + + - + - + + + + - 
49 + - - + - - - - - - - - 
56 + - - + - - n.a.5 - - - - - 
63 + - - - - - - - + + - + 
70 + - - - + + - - + n.a. - - 
77 + - - + - + n.a. n.a. + + + - 




9.6 Normalisierte ODN-Werte des COPV-L1-spezifischen ELISAs 
Tab. 12: ODN-Werte der Hunde der Plazebo-Gruppe an den angegebenen Tagen nach der Infektion. 
 0 d.p.i.1 7 d.p.i. 14 d.p.i. 21 d.p.i. 28 d.p.i. 35 d.p.i. 42 d.p.i. 49 d.p.i. 56 d.p.i. 63 d.p.i. 70 d.p.i. 
Hd2 2 0,159 0,184 0,160 0,161 0,159 0,155 0,151 0,156 0,146 0,176 0,295 
Hd 5 0,227 0,209 0,198 0,240 0,233 0,210 0,193 0,208 0,201 0,234 0,221 
Hd 6 0,197 0,190 0,189 0,188 0,188 0,201 0,213 0,194 0,188 0,318 0,383 
Hd 7 0,177 0,195 0,166 0,161 0,175 0,171 0,177 0,193 0,199 0,245 0,326 
Hd 8 0,312 0,282 0,276 0,283 0,256 0,267 0,252 0,232 0,273 0,311 0,283 
Hd 12 0,180 0,186 0,209 0,191 0,171 0,165 0,172 0,171 0,178 0,185 0,183 
MW3 0,209 0,208 0,199 0,204 0,197 0,195 0,193 0,192 0,198 0,245 0,282 
    
 77 d.p.i. 84 d.p.i. 91 d.p.i. 98 d.p.i. 105 d.p.i. 112 d.p.i. 119 d.p.i. 126 d.p.i. 133 d.p.i. 140 d.p.i. 147 d.p.i. 
Hd 2 0,348 0,401 0,337 0,281 -4 - - - - - 1,082 
Hd 5 0,281 0,267 0,219 0,202 0,209 0,216 0,226 0,722 1,028 0,875 0,800 
Hd 6 0,438 0,546 0,444 0,368 - - - - - - 0,884 
Hd 7 0,384 0,407 0,370 0,333 0,284 0,253 0,252 0,859 - - 0,896 
Hd 8 0,288 0,292 0,289 0,277 - - - - - - 0,625 
Hd 12 0,184 0,200 0,192 0,194 0,200 - - - - - 0,825 
MW 0,321 0,352 0,308 0,276 0,231 0,234 0,239 0,790 1,028 0,875 0,852 




Tab. 13: ODN-Werte der Baypamune-Gruppe an den angegebenen Tagen nach der Infektion. 
 0 d.p.i.1 7 d.p.i. 14 d.p.i. 21 d.p.i. 28 d.p.i. 35 d.p.i. 42 d.p.i. 49 d.p.i. 56 d.p.i. 63 d.p.i. 70 d.p.i. 
Hd2 1 0,284 0,284 0,256 0,249 0,258 0,240 0,198 0,199 0,870 1,126 1,073 
Hd 3 0,188 0,216 0,164 0,160 0,152 0,160 0,166 0,160 0,168 0,568 0,764 
Hd 4 0,172 0,239 0,159 0,170 0,175 0,169 0,158 0,151 0,155 1,111 1,196 
Hd 9 0,227 0,220 0,210 0,190 0,212 0,198 0,192 0,201 0,233 0,782 0,823 
Hd 10 0,186 0,189 0,197 0,203 0,188 0,181 0,173 0,182 0,197 0,602 0,951 
Hd 13 0,211 0,195 0,181 0,203 0,201 0,190 0,185 0,190 0,197 0,338 0,416 
MW3 0,212 0,224 0,194 0,196 0,198 0,190 0,178 0,180 0,303 0,755 0,871 
MW ohne Hd 13 0,212 0,229 0,197 0,194 0,197 0,190 0,177 0,179 0,325 0,838 0,961 
 
 77 d.p.i. 84 d.p.i. 91 d.p.i. 98 d.p.i. 105 d.p.i. 112 d.p.i. 119 d.p.i. 126 d.p.i. 133 d.p.i. 140 d.p.i. 147 d.p.i.
Hd 1 1,083 1,060 1,019 0,988 1,039 0,918 0,879 1,089 1,068 1,087 1,141 
Hd 3 0,773 0,920 0,842 0,684 -4 - - - - - 0,826 
Hd 4 1,142 1,105 1,099 1,046 - - - - - - 1,114 
Hd 9 0,802 0,800 0,725 0,665 0,615 0,621 - - - - 0,947 
Hd 10 0,901 0,844 0,817 0,815 0,890 0,787 0,766 1,005 0,978 - 1,010 
Hd 13 0,430 0,403 0,229 0,271 - - - - - - 0,641 
MW 0,855 0,855 0,789 0,745 0,848 0,775 0,823 1,047 1,028 1,087 0,946 
MW ohne Hd 13 0,940 0,946 0,900 0,840 0,848 0,775 0,823 1,047 1,028 1,087 1,007 
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